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“A melhor maneira de 
prever o futuro é criá-lo”

Peter Drucker
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CAPÍTULO 14
ORGANISMOS-TESTE E 
BIOMARCADORES COMO FERRAMENTAS 
NA AVALIAÇÃO ECOTOXICOLÓGICA EM 
DIFERENTES ECOSSISTEMAS
Vera Lucia Scherholz Salgado de Castro, Claudio Martín Jonsson e Mariana Silveira Guerra 
Moura e Silva

INTRODUÇÃO

A proteção do meio ambiente e de seus compartimentos (ar, água e solo) é uma 
questão importante para a saúde humana, pois quantidades crescentes de compos-
tos químicos são produzidas e liberadas no ambiente. A ecotoxicologia estuda os 
efeitos de produtos químicos nos seres vivos, populações e comunidades dentro de 
ecossistemas definidos, bem como as características desses agentes e suas rotas de 
transferência e interações com outros compartimentos ambientais. Portanto, a eco-
toxicologia estuda como um agente tóxico pode afetar as características e funções 
do ambiente quanto a seus aspectos físicos, químicos, biológicos e sociais, além dos 
mecanismos que determinam o nível de exposição e os efeitos sobre os organismos 
vivos. Também avalia as transformações e a bioacumulação dos poluentes dentro 
dos organismos e a biomagnificação trófica nos ecossistemas e em toda a biosfera. 
Com base nesses estudos, a ecotoxicologia visa formular ações preventivas úteis para 
prevenir ou mitigar efeitos prejudiciais à saúde ambiental (Lopes et al., 2021). Nesse 
cenário, a pesquisa ecotoxicológica deve ser vista como a base da identificação e ca-
racterização dos perigos.

Os estudos ecotoxicológicos recentes se concentram em um grande número de 
biomarcadores e organismos de diferentes níveis da cadeia trófica, populações, comu-
nidades e ecossistema. Os ensaios em escala de laboratório e de campo apresentam 
vantagens e desvantagens que devem ser avaliadas durante a fase de projeto experi-
mental. Enquanto ensaios de laboratório podem ter melhor custo-benefício e permi-
tir melhor controle de variáveis em comparação a estudos em escala de campo, estes 
últimos ensaios, por sua vez, são mais realistas, mas mais custosos e têm problemas 
logísticos frequentes (Salomão et al., 2020).
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Dessa forma, os testes de ecotoxicidade são instrumentos usados na avaliação de ris-
co ambiental para responder a perguntas sobre potenciais perigos intrínsecos nas ava-
liações de exposição. Consequentemente, o melhor entendimento das interações entre 
o ambiente e o composto químico ajudará no estudo desses efeitos e perigos devido à
exposição tanto aos contaminantes tradicionais, quanto aos nanomateriais (NMs).

Neste cenário, este capítulo examina os resultados de ensaios em organismos ex-
postos a compostos formulados de forma tradicional ou através da nanotecnologia, 
visando contribuir para a implementação de práticas eficazes de governança de risco 
na agricultura moderna. A seguir, serão abordados os organismos usados na avalia-
ção ecotoxicológica (modelos padrão); os biomarcadores passíveis de uso, como alte-
rações bioquímicas (atividade enzimática), físicas, reprodutivas e comportamentais; 
além de aspectos de bioacumulação desses compostos nos organismos. Por fim, serão 
discutidas algumas perspectivas futuras relativas ao tema.

INFLUÊNCIA DE PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS 
AMBIENTAIS E BIOLÓGICOS NA TOXICIDADE

As características do contaminante e do ambiente, bem como do organismo afe-
tado, influenciam a toxicidade. Várias dessas características afetam as respostas dos 
organismos, tais como biodisponibilidade (quantidade de uma determinada substân-
cia que entra no corpo e é capaz de apresentar um efeito), taxas de absorção, acúmu-
lo de tecido, biodegradabilidade (capacidade de degradação biológica de materiais 
orgânicos por organismos vivos), vias bioquímicas de metabolização, características 
físico-químicas (volatilização, polaridade, solubilidade, partição hidrofílica-lipofílica, 
fotólise, oxidação, temperatura, salinidade, cinética de sorção – medida da adsorção 
ou dessorção em relação ao tempo em um determinado compartimento ambiental), 
entre outros. Os efeitos do contaminante no organismo-alvo podem ainda produzir 
efeitos reversíveis, irreversíveis, aditivos ou cumulativos na dependência da concen-
tração, duração, frequência, taxa de captação, depuração e acúmulo do poluente e 
estágio de desenvolvimento do organismo.

As características dos compostos podem ser usadas em modelos matemáticos para 
contribuir com programas de monitoramento da saúde. Assim, foram avaliados 39 in-
seticidas na distribuição e acúmulo nos tecidos, utilizando suas características físico-
-químicas e os teores lipídicos nos tecidos para calcular a distribuição dos compostos
entre os tecidos. Os inseticidas avaliados foram selecionados entre os registrados no
Brasil para uso agrícola. O modelo de fugacidade nível I foi utilizado para os cálculos
da distribuição do inseticida entre os tecidos dos músculos, vísceras, pele, gordura,
sangue, fígado, rins e intestinos, considerando o coeficiente de partição octanol-água,
a solubilidade em água e os teores de lipídios nos tecidos. A análise de agrupamento
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dos compostos, realizada visando a identificação e separação de grupos de inseticidas 
com base em suas características físico-químicas, mostrou três diferentes classes de 
distribuição e acúmulo nos tecidos: 70 (86%), 44 (58%) e 9 (19%) (Paraiba et al., 2009).

Os poluentes ou contaminantes podem sofrer bioacumulação na cadeia alimen-
tar. No caso dos NMs, a transferência trófica para o próximo nível depende da sua 
estabilidade e das propriedades da superfície. No entanto, outros possíveis efeitos co-
existentes de contaminantes também podem interferir na nanotoxicidade: ele pode 
absorver, servir como transportador ou ligar-se a outros contaminantes; facilitar a for-
mação de metabólitos mais reativos; e causar danos celulares.

Os produtos agrícolas que contêm NM prometem benefícios em relação aos produ-
tos convencionais, como melhor direcionamento a espécies de pragas, maior eficácia 
e maior segurança ambiental, além de diminuição de perdas e outros. Nesse sentido, 
espera-se que, em um futuro próximo, a liberação controlada de pesticidas formulados 
com a ajuda da nanotecnologia se transforme em ferramenta importante para melhorar 
a produtividade e proteção das atividades agrícolas com menor impacto ao meio am-
biente e à saúde dos agricultores (Albuquerque et al., 2020). Além disso, o refinamento 
das ferramentas de pesquisa in silico nos próximos anos pode favorecer o equilíbrio en-
tre o rigor analítico e a facilidade operacional para a avaliação do risco ambiental.

O ambiente aquático é de particular interesse, uma vez que tende a ser o sumidou-
ro final de contaminantes. Os NMs metálicos, em especial, quando entram em conta-
to com o ecossistema aquático, sofrem dissolução de íons e sua cinética de liberação 
na água depende de muitos fatores (Pradhan; Mailapalli, 2017). Além disso, deve-se 
observar que as propriedades dos diversos nanocompostos, como as nanopartículas 
de dióxido de titânio (TiO2 NPs), devem ser consideradas a fim de estabelecer mo-
delos experimentais – especialmente de ecotoxicologia aquática – para estudar sua 
toxicidade sobre espécies ambientalmente relevantes (Clemente et al., 2012, 2014a). 
Entre elas, a irradiação por luz ultravioleta (UV) é um fator de particular preocupação 
para óxidos de metal fotocataliticamente ativos, como TiO2 NPs e nanopartículas de 
óxido de zinco (ZnO NPs). Nessas condições, ocorre a formação de espécies reativas 
de oxigênio (ROS). Assim, a iluminação desses NMs em águas superficiais resulta na 
formação de intermediários reativos, consequentemente alterando o potencial ecoto-
xicológico de micropoluentes orgânicos, incluindo pesticidas, devido à degradação 
catalítica. Clemente et al. (2013, 2014b) mostraram a importância de se considerarem 
as condições experimentais em testes ecotoxicológicos. Eles avaliaram os efeitos em 
peixes expostos a diferentes concentrações de TiO2 NPs e condições de iluminação, 
observando a sobrevivência dos organismos juntamente com biomarcadores de alte-
rações bioquímicas e genéticas. Além disso, a exposição prolongada de peixes (21 dias) 
a duas fases de cristal de TiO2 NPs diferentes (anatase e uma mistura de 80% de ana-
tase e 20% de rutilo) foram avaliadas nas mesmas condições de luz. Da mesma forma, 
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a ocorrência de efeitos subletais foi influenciada pela fase do cristal de TiO2 NP e pela 
condição de iluminação. A anatase pura causou mais dano oxidativo sem coexposi-
ção ao UV, enquanto a mistura anatase-rutilo causou mais efeitos subletais quando a 
exposição ocorreu sob UV (Clemente et al., 2015).

As características químicas do óxido de grafeno (OG) também podem afetar a 
toxicidade nos organismos. Clemente et al. (2017) observaram que o OG com debris 
era mais estável do que OG do qual foram retiradas as impurezas, como também na 
presença de ácido húmico (HA). O OG causou também maiores efeitos tóxicos em 
zebrafish (Danio rerio), peixe ornamental usado como modelo biológico. A concen-
tração real no ambiente do NM pode ser então afetada pela influência ambiental em 
seu destino e transporte. Castro et al. (2018) observaram que o cenário mais seguro no 
compartimento aquático associado aos valores de concentração sem efeitos previstos 
para o OG foi estimado em 20 a 100 mg L−1 (na ausência de HA) e 5 a 23 mg L−1 (na 
presença de HA). Por sua vez, o HA que compõe a matéria orgânica natural (MON) 
melhorou significativamente a estabilidade do OG na água. Recentemente, Clemente 
et al. (2019) mostraram que a presença de MON alterou os efeitos tóxicos do OG em 
organismos aquáticos.

Em adição, Côa et al. (2017) observaram que os nanotubos de carbono de múltiplas 
camadas (multi wall carbon nanotubes – MWCNTs), revestidos com HA por um proces-
so de moagem, apresentaram baixa toxicidade para organismos-modelo de testes de 
ecotoxicidade aquática como Hydra attenuata, Daphnia magna e D. rerio. O revestimen-
to com HA foi responsável por favorecer a dispersão de MWCNTs em água ultrapura 
e por melhorar sua capacidade de remoção de cobre. O material híbrido HA-MWC-
NTs adsorveu 2,5 vezes mais íons de cobre (II) (Cu2+) do que MWCNTs oxidados com 
ácido nítrico (HNO3), evidenciando que é um material adsorvente muito eficiente na 
remoção de íons Cu2+ da água reconstituída.

Portanto, para definir os riscos ambientais e identificar novas direções de teste, é 
importante realizar bioensaios em diferentes organismos expostos às diferentes con-
dições experimentais.

ORGANISMOS-TESTE USADOS NA AVALIAÇÃO 
ECOTOXICOLÓGICA

Os testes ecotoxicológicos requerem a utilização de organismos pertencentes a 
diferentes grupos taxonômicos. A utilização de animais deve ser avaliada criteriosa-
mente no que diz respeito à adequação da experimentação em relação aos resultados 
esperados também por razões éticas. Tais questões levaram à elaboração de diversas 
normas e esforços legais que orientam a forma mais adequada de manuseá-los.
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Nos bioensaios de laboratório, é importante incluir diferentes níveis tróficos da 
cadeia alimentar para que os resultados observados possam representar de maneira 
mais realista os efeitos dos contaminantes no ecossistema natural. Assim, por exem-
plo, para avaliação da toxicidade em ambientes aquáticos, podem ser usados microal-
gas, peixes, microcrustáceos e insetos.

ORGANISMOS PARA A AVALIAÇÃO DA FITOTOXICIDADE

Microalgas

As algas são muito utilizadas em testes ecotoxicológicos por serem produtores 
primários, o que significa que alterações em suas comunidades podem afetar níveis 
tróficos superiores. As algas possuem grande sensibilidade às alterações ocorridas no 
ambiente, com ciclo de vida curto, o que possibilita a observação de efeitos tóxicos 
em várias gerações. Nos testes com algas, avalia-se o crescimento algáceo, que pode 
ser determinado pela contagem celular e pelo conteúdo de clorofila. As algas Chlorella 
vulgaris, Scenedesmus subspicatus e Pseudokirchneriella subcapitata são muito utilizadas 
nos testes de toxicidade devido à facilidade de seu cultivo (Figura 14.1).

Figura 14.1. SAG 61.81 Raphidocelis subcapitata. Formerly called: 
Pseudokirchneriella subcapitata (Korshikov) – Microalga.
Fonte:  Lorenz (2016). 
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Foi estudada a toxicidade, através da inibição do crescimento algáceo, de formula-
ções fungicidas à base de piraclostrobin e epoxiconazol (Prestes et al., 2011). Os com-
postos foram avaliados isoladamente e em formulação conjugada por 72 horas sobre a 
alga P. subcapitata mediante determinação da concentração efetiva média (CE50; causa 
efeito inibitório em 50% da amostra, referente ao crescimento, peso úmido ou teor de 
clorofila) dos princípios ativos de cada uma das formulações.

Os valores de CE50-72h obtidos para a formulação à base de piraclostrobin foram 
de 5,57 mg L−1; para a formulação à base de epoxiconazol, de 1,14 mg L−1; e para a formu-
lação conjugada, de 0,20 mg L−1. Foi determinado o Índice de Aditividade (IA), sendo 
que os resultados sugeriram um forte sinergismo da mistura (IA = 12,6) quanto a sua 
ação tóxica sobre o organismo-teste. Assim, estimou-se um fator de magnificação de 
toxicidade de 13,6 vezes em relação à toxicidade individual de cada composto. Este 
fato realça a necessidade de revisão dos padrões limitantes desses fungicidas em cor-
pos d’água, os quais tendem a subestimar os efeitos adversos resultantes da combina-
ção dos agentes tóxicos.

Macrófitas

As lemnas, populamente denominadas lentilhas-d’água, comumente se referem 
a um grupo de plantas flutuantes da família Lemnaceae. Estas macrófitas possuem 
crescimento rápido, são amplamente distribuídas e relativamente fáceis de cultivar, 
além de serem utilizadas em testes como representantes de produtores primários. As 
lemnas são tão sensíveis à toxicidade quanto outras espécies aquáticas, sendo bastan-
te adequadas para uso em bioensaios de efluentes complexos e para testar a poluição 
por herbicidas no ambiente aquático, seja em águas superficiais, subterrâneas ou em 
sedimentos. As lemnas e as algas se complementam como organismos-teste em en-
saios de fitotoxicidade, juntamente com as sementes de alface. Muitas espécies do gê-
nero Lemna foram estudadas, principalmente Lemna minor e Lemna gibba, que foram 
recomendadas como espécies-teste padrão (Wang, 1990).

Realizou-se um estudo no qual se avaliou o efeito do OG na alteração do crescimen-
to, peso úmido e teor de clorofila da L. minor (Castro et al., 2018). As plântulas foram 
expostas em placas de poliestireno de 12 poços, sendo dois frondes em 5 mL de solu-
ção-teste por poço, com 24 repetições para cada concentração-teste: 0,0; 0,1; 1; 10; e 100 
mg L−1 de OG. Para avaliar o crescimento, foram feitas contagens diárias do número de 
frondes após exposição a 0, 0,1, 1, 10 e 100 mg L−1 de OG. Ao final do período de expo-
sição, cada fronde foi pesada e determinou-se o efeito sobre a alteração na biomassa 
(peso úmido). Após a pesagem, foi feita extração da clorofila (Zhang, 2018), permitindo 
a quantificação das clorofilas a e b por equações descritas por Brain e Solomon (2007). O 
teor de clorofila foi calculado a partir da soma dos dois parâmetros. Após o período de 
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exposição, foram determinados os valores de CE50-168h. Estes foram, respectivamente, 
> 100, 14,84 e 2,39 mg L−1, sendo o último parâmetro o mais sensível (Castro et al., 2018).

Sementes de Alface

O bioensaio de toxicidade com sementes de Lactuca sativa é um teste em que se 
avaliam os efeitos fitotóxicos de compostos puros ou misturas complexas no processo 
de germinação de sementes e no desenvolvimento de mudas durante os primeiros 
dias de crescimento. Embora L. sativa não seja uma espécie representativa de ecossis-
temas aquáticos, as informações geradas a partir deste teste de toxicidade fornecem 
dados sobre o possível efeito de poluentes nas comunidades de plantas próximas às 
margens de corpos d’água contaminados.

O período de germinação e os primeiros dias de desenvolvimento da muda re-
presentam um estágio de grande sensibilidade a fatores externos adversos devido à 
ocorrência de numerosos processos fisiológicos, que podem sofrer interferência pela 
presença de uma substância tóxica, alterando a sobrevivência e o desenvolvimento 
normal da planta. Por outro lado, muitas das reações e processos envolvidos são gerais 
para a grande maioria das sementes; portanto, a resposta desta espécie e os dados ob-
tidos a partir da aplicação do teste são amplamente representativos dos efeitos sobre 
as sementes em geral. Quanto à incorporação do teste em uma bateria de bioensaios, 
é importante considerar a sensibilidade da espécie L. sativa, o curto tempo de expo-
sição do teste e os baixos custos associados, visto que os testes não requerem equipa-
mentos sofisticados. O bioensaio tem aplicação na análise de amostras ambientais e 
no monitoramento de processos de desintoxicação, saneamento, controle de efluen-
tes ou reutilização de biossólidos (Sobrero; Ronco, 2004).

A respeito do uso deste ensaio na avaliação de risco de NMs, foi realizado um estu-
do sobre o efeito do OG (Castro et al., 2018) no qual sementes de alface foram obtidas 
comercialmente e os ensaios foram realizados de acordo com Bautista et al. (2013). No 
final do período de exposição, avaliou-se a porcentagem de germinação e a taxa de 
crescimento das raízes. Esta última foi determinada calculando os coeficientes an-
gulares da regressão linear de curvas do tamanho da raiz em função do tempo (Basu; 
Pal, 2011). Para ambos os parâmetros avaliados, os valores de CE50 foram superiores a 
100 mg L−1, correspondendo à maior concentração testada (Castro et al, 2018).

Invertebrados Aquáticos

Microcrustáceos
Os crustáceos do gênero Daphnia são bastante utilizados em testes de toxicidade 

por sua ampla distribuição em corpos de água doce; sua grande importância em mui-
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tas cadeias alimentares, constituindo uma fonte significativa de alimento para peixes; 
seu ciclo de vida relativamente curto; fácil cultivo em laboratório; e sensibilidade a 
vários contaminantes do ambiente aquático. O efeito tóxico frequentemente avalia-
do em testes de toxicidade com microcrustáceos é a letalidade ou imobilidade em 
testes agudos ou crônicos. Nos testes de toxicidade crônica, os resultados podem ser 
expressos também como concentração de efeito não observado (Ceno). A espécie de 
Daphnia mais utilizada é a D. magna (Figura 14.2), cujo cultivo é bem conhecido, segui-
da da Daphnia similis. Por sua vez, o crustáceo de água salgada Artemia salina também 
constitui uma espécie bastante utilizada em testes de toxicidade para a estimativa da 
CE50, 1 ou 2 dias após a eclosão de seus ovos.

Figura 14.2. Neonato de Daphnia magna.
Fonte:  Hannas et. al. (2010). 

Avaliou-se o efeito toxicológico (inibição da mobilidade) de formulações fungici-
das à base de piraclostrobin e epoxiconazol, isoladamente e em formulação conjuga-
da sobre D. similis, mediante determinação da CE50-48h de cada uma das formulações 
(Prestes et al., 2012). Além disso, foi avaliado o possível efeito sinérgico ou antagônico 
dos dois fungicidas quando usados simultaneamente, obtendo-se uma CE50-48h de 
18,36 μg L−1 para a formulação à base de piraclostrobin; de 89,98 μg L−1, para a formu-
lação à base de epoxiconazol; e de 23,50 μg L−1, para a formulação com ambos os com-
postos. Portanto, das três formulações estudadas, o piraclostrobin mostrou-se o mais 
tóxico para os organismos em estudo. A determinação do IA (Indice de Aditividade) 
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aponta que a mistura dos princípios ativos exerceu efeito toxicológico aditivo apenas 
sobre o organismo-alvo, diferentemente do ocorrido com as microalgas.

Em um estudo com exposição aos mesmos fungicidas por 21 dias, foi avaliada a 
toxicidade crônica relacionada à mortalidade e à produção de neonatos por indiví-
duo adulto (Prestes et al., 2013). Em relação à primeira, foram encontrados valores de 
Ceno de 0,098 μg L−1 para a formulação à base de piraclostrobin, enquanto o valor foi 
de 1,324 μg L−1 para a formulação à base de epoxiconazol, e de 0,341 μg L−1 para a for-
mulação com os dois fungicidas. Quanto à alteração na relação neonatos por adulto, 
foram encontrados valores Ceno de 0,579, 3,599 e 0,623 μg L−1, respectivamente, para 
piraclostrobin, epoxiconazol e formulação conjugada. Das três formulações utiliza-
das, o piraclostrobin isolado mostrou-se o mais tóxico para os organismos estudados. 
O parâmetro mais sensível às ações tóxicas foi a mortalidade comparada aos efeitos 
sobre a reprodução.

O uso indiscriminado de agroquímicos na aquicultura para combater doenças 
pode ter resultados negativos, com impactos sobre a saúde humana e o meio am-
biente, levando ao aparecimento de microrganismos resistentes em fluxos de águas 
residuais que podem ser absorvidos no cultivo de alimentos ou passarem às águas 
superficiais. Nesse contexto, os polímeros naturais têm atraído grande interesse para 
o desenvolvimento de sistemas de liberação de agentes ativos. Óleos essenciais de
eugenol e de alho foram encapsulados em nanopartículas (NPs) de zeína, formando
NPs biodegradáveis. As formulações de NPs contendo os compostos botânicos apre-
sentaram menor toxicidade em testes realizados com A. salina em comparação aos
compostos não-encapsulados (Luis et al., 2020).

Hidras
A hidra, um cnidário de água doce, pode ser usada como um organismo-modelo 

alternativo em testes de toxicidade de produtos químicos ambientais devido a sua alta 
sensibilidade e grande potencial de regeneração (Blaise et al., 2018; Murphy; Quinn, 
2018). A hidra possui uma coluna de corpo tubular cilíndrica, hipóstomo apical ro-
deado por tentáculos que permitem capturar a presa e um disco basal com o qual se 
liga ao substrato. Todas as células estão em contato com o meio aquoso, o que facilita 
a penetração de substâncias tóxicas no animal. Ela tem sido usada como organismo-
-modelo em testes ecotoxicológicos por meio da avaliação de parâmetros como rege-
neração, reprodução e alterações morfológicas (Figura 14.3).
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Figura 14.3. Cultivo de Hydra attenuata.
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Também pode ser usada como modelo útil na avaliação de ecotoxicidade de NMs. 
Nesse sentido, o carvão ativado do bagaço de cana-de-açúcar pirolisado (ACPB) car-
regado com AgNP pode ser útil na absorção de poluentes ambientais. O ACPB-AgNP 
inibiu o crescimento de bactérias (Escherichia coli), o que é uma vantagem promissora 
para a utilização desses materiais em processos de tratamento de efluentes e purifica-
ção de água. No entanto, o ACPB-AgNP também apresentou riscos ambientais, com 
efeito tóxico para a H. attenuata (concentração letal média – CL50 – de 1,94 mg L−1), 
e suprimiu o desenvolvimento da raiz do tomate. Estes resultados chamam a aten-
ção para as implicações ambientais de materiais de carvão ativado modificados com 
AgNP (Gonçalves et al., 2016). Ademais, apesar de não causar sinais de toxicidade agu-
da em concentrações variando de 0,1 a 100 µg mL−1 de OG em Caenorhabditis elegans 
e em D. similis, a exposição ao grafeno levou à morte e desintegração de H. attenuata 
após exposição a 100 µg mL−1 por 72 horas (Durán et al., 2015).

Insetos Aquáticos
Os sedimentos são componentes essenciais dos ecossistemas aquáticos por cons-

tituírem locais fundamentais para o ciclo biogeoquímico e a cadeia alimentar (Burton 
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Junior et al., 2001). Nos ambientes fluviais, exercem um papel importante na disper-
são e na reciclagem de metais contaminantes (Macklin et al., 2006) e podem armaze-
nar e imobilizar os elementos potencialmente tóxicos de forma temporária (Förstner, 
2003). O tamanho de seus grãos também desempenha importante papel, já que as 
partículas finas acumulam mais contaminantes do que as partículas grosseiras (Först-
ner, 2004). Assim, os sedimentos registram a memória do local principalmente em 
suas camadas mais profundas (Salomons; Brils, 2004), representando os diferentes 
níveis de poluição em uma bacia hidrográfica ao longo do tempo (Förstner, 2004).

A fauna bentônica (associada ao sedimento aquático) é bastante usada em estudos 
de biomonitoramento da qualidade da água, bem como em estudos ecotoxicológicos. 
Este grupo de animais apresenta grande riqueza de espécies com diferentes níveis 
de tolerância a impactos antrópicos e poluentes orgânicos e inorgânicos. No caso de 
estudos em ecotoxicologia, uma das espécies mais usadas como bioindicadora é a lar-
va de inseto aquático do gênero Chironomus (família Chironomidae, ordem Diptera). 
Este organismo apresenta algumas vantagens no uso em laboratório como: ciclo de 
vida relativamente curto (cerca de 21 dias a 25 °C), ampla distribuição e sensibilidade a 
inúmeros poluentes (Park; Choi, 2009) (Figura 14.4).

Figura 14.4. Larva de Chironomidae (Diptera: Chironomidae).
Fonte: Iowa State University (2011)

No Brasil, a espécie Chironomus sancticaroli é usada regularmente em pesqui-
sas de contaminação de sedimentos pela Companhia Ambiental do Estado de São 
Paulo (Cetesb, 2012) e para avaliação da toxicidade de herbicidas, NPs e outros po-
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luentes. Nesses estudos, pode ou não ser usado o sedimento original, tendo como 
substituintes água ou sedimento reconstituído (Barbosa, 2008; Pusceddu, 2009; Sa-
les, 2009; Bonani, 2010). A vantagem do uso desta espécie é que ela é de ocorrência 
natural no Brasil e, por isso, é mais recomendada, pois, teoricamente, responde me-
lhor aos contaminantes estudados em nosso país, sob nossas condições climáticas, 
de solo e de água.

Ao final do período de exposição, podem ser avaliados diferentes parâmetros, 
como percentual de mortalidade e medição do comprimento do corpo para ava-
liação do crescimento. Assim, Jonsson et al. (2015) investigaram a toxicidade do di-
flubenzuron para espécies aquáticas não-alvo, calculando a concentração de risco 
para 5% das espécies (HC5). Para larvas de C. sancticaroli, foi atribuído um valor EC-
50-48h > 100 mg L−1, verificando-se a presença de mobilidade da larva durante todo o
período de exposição. Também pode ser calculada a frequência de deformidade do
mento (peça do aparelho bucal), que pode sofrer alterações em sua estrutura como
consequência de impactos por poluentes inorgânicos, principalmente metais pesa-
dos e pesticidas (Kuhlmann et al., 2000; Sanseverino; Nessimian, 2008), além de NMs
(Albuquerque et al., 2021).

Castro et al. (2018) avaliaram o efeito do OG associado a HAs em nove organis-
mos aquáticos, entre eles, o inseto aquático C. sancticaroli. Observou-se que, para este 
organismo, a CE50 foi maior do que 100 mg L−1, a concentração mais alta testada e 
recomendada pela Organisation for Economic Co-operation and Development (1992, 
2013). Já em relação à avaliação de AgNPs, obteve-se a CL50 de 186 mg L−1 após exposi-
ção aguda de 48 horas, enquanto para a exposição crônica foram calculadas CL50 de 
95 mg L−1 e CL10 de 35 mg L−1 (Silva et al., 2019).

Invertebrados do Solo

Nematoides
Os nematoides são invertebrados diversificados e abundantes em sedimentos e 

solos com muitas espécies ocorrendo não apenas em habitats terrestres, mas tam-
bém em águas superficiais. Diante da presença de compostos tóxicos no solo e em 
ambientes aquáticos, os testes de toxicidade com nematoides constituem uma alter-
nativa adequada para a identificação de possíveis efeitos nos organismos. O C. elegans 
é um nematoide de vida livre no solo que se alimenta de bactérias, sendo encontrado 
também em grande número em ambientes aquáticos (Politz; Philipp, 1992). Tem sido 
amplamente utilizado em estudos ecotoxicológicos devido a sua facilidade de cul-
tura, tempo curto de reprodução e transparência corporal, além do conhecimento 
acumulado a respeito de sua fisiologia, desenvolvimento e genética do organismo. O 
seu uso permite a avaliação de parâmetros de nanotoxicidade tais como reduções no 
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comprimento do corpo, progênie e comportamento de locomoção, além dos efeitos 
na sobrevida. Testes com este nematoide já foram desenvolvidos para avaliar a toxici-
dade de amostras aquosas, sedimentares e de solo utilizando parâmetros de toxicida-
de, alterações de crescimento e de reprodução, como em estudos com NPs (Jacques 
et al., 2017). Outro nematoide, Panagrolaimus, é criado em meio de aveia e pode ser 
usado em testes ecotoxicógicos, como, por exemplo, para avaliar os possíveis efeitos 
do OG (Castro et al., 2018).

Minhocas
As minhocas, enquanto invertebrados do solo, constituem um importante grupo 

da fauna edáfica. São sensíveis a alterações no seu habitat e têm sido utilizadas como 
organismos-teste e indicadoras da qualidade do solo. Os ensaios ecotoxicológicos 
com oligoquetas incluem parâmetros de mortalidade, reprodução, comportamento 
de fuga e bioacumulação. Também têm sido utilizados para testar o efeito de NPs 
inorgânicas e orgânicas (Heckman et al., 2011; Castro et al., 2018).

Vertebrados
Muitas abordagens dos testes de toxicidade dependem de um conjunto de estudos 

que avaliam resultados observáveis em animais, como sinais clínicos ou alterações 
patológicas. Desta forma, a pesquisa científica tradicionalmente utiliza modelos ani-
mais criados em biotérios a fim de facilitar a manipulação e manter os animais em 
número, idade e sexo adequados ao estudo em andamento. A partir do início do sécu-
lo XX, os roedores ganharam destaque. Isso ocorreu graças a uma série de caracterís-
ticas inerentes aos animais usados, como tamanho reduzido, ciclo reprodutivo curto e 
prole numerosa. Em consequência, devido ao volume de conhecimento obtido sobre 
os roedores, foram desenvolvidos vários modelos experimentais.

Devido às questões éticas, o uso de animais na pesquisa tem sido motivo de dis-
cussão. As questões levantadas levaram ao desenvolvimento e à validação de novos 
métodos, bem como a implementação regulatória de testes alternativos em diversos 
países visando a sua harmonização. Estas ações foram iniciadas a partir do conceito 
de 3Rs (reduction, refinement, replacement), que objetiva, além de diminuir o número 
de animais utilizados na pesquisa, minimizar a dor e o desconforto e buscar alter-
nativas para a substituição dos testes in vivo (Fenwick et al., 2009). Contudo, mesmo 
com o progresso de métodos alternativos nos últimos anos (estudos in vitro, culturas 
de células etc.), os modelos animais ainda são importantes para o fornecimento de 
informações sobre o organismo como um todo.

As implicações éticas dos testes ecotoxicológicos devem ser cuidadosamente con-
sideradas no caso de vertebrados de acordo com a Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 
2008, conhecida como “Lei Arouca” que regulamenta o uso de animais em pesqui-
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sas científicas no país. O Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 
(Concea) é uma instância colegiada multidisciplinar de caráter normativo, consultivo, 
deliberativo e recursal que tem como competências a formulação de normas relativas 
à utilização humanitária de animais em ensino e pesquisa científica, além de estabe-
lecer condutas para instalação e funcionamento adequado de biotérios e de laborató-
rios que usam a experimentação animal. O conselho é responsável também pelo cre-
denciamento das instituições que desenvolvem atividades nesta área (Castro, 2013b).

O Concea, por meio da Resolução Normativa nº 33, de 18 de novembro de 2016, pu-
blicou o capítulo “Procedimentos – Roedores e Lagomorfos mantidos em instalações 
de instituições de ensino ou pesquisa científica” e a Resolução nº 35, de 11 de agosto de 
2017, que altera a redação da Resolução Normativa nº 33. Ambos os capítulos fazem 
parte do Guia Brasileiro de Produção, Manutenção ou Utilização de Animais em Atividades 
de Ensino ou Pesquisa Científica.

Vertebrados Aquáticos (Peixes)
Os peixes têm sido muito utilizados na pesquisa ecotoxicológica a fim de verifi-

car potenciais danos pela exposição a diversos poluentes, bem como para estabelecer 
biomarcadores de exposição e pelo fato de pertencerem a uma importante cadeia tró-
fica. O Concea publicou a Resolução Normativa nº 34, de 27 de julho de 2017, que ins-
titui o capítulo “Peixes mantidos em instalações de instituições de ensino ou pesquisa 
científica para fins de estudo biológico ou biomédico I – Lambari (Astyanax), Tilápia 
(Tilapia, Sarotherodon e Oreochromis) e Zebrafish (Danio rerio)”, além do anexo “Guia de 
peixes mantidos em instalações de instituições de ensino ou pesquisa científica para 
fins de estudo biológico ou biomédico I – Lambari (Astyanax), Tilápia (Tilápia, Saro-
therodon e Oreochromis) e Zebrafish (Danio rerio)” da Resolução Normativa nº 34/2017, 
ambos pertencentes ao Guia Brasileiro de Produção, Manutenção ou Utilização de 
Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Científica.

Zebrafish
O zebrafish (D. rerio) tem se tornado um dos modelos alternativos aos roedores 

mais frequentemente utilizado. Ele emergiu rapidamente como um importante orga-
nismo-modelo na toxicologia aquática. O zebrafish, enquanto modelo experimental, 
é considerado robusto, pois tem baixo custo, porte pequeno, alta taxa de fecundidade, 
alto grau de homologia com genomas humanos, função conservada de áreas cere-
brais e sistema de neurotransmissores. Estas características, em conjunto, permitem 
melhor entendimento dos efeitos de poluentes sobre as populações aquáticas. O mo-
delo ainda pode substituir o uso de modelos clássicos com mamíferos (Parker, 2016). 
Este organismo-modelo tem sido utilizado em ecotoxicologia e outras áreas para me-
dir os efeitos dos poluentes sobre a comunidade de peixes e a biodiversidade, uma 
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vez que ele geralmente reage com grande sensibilidade às mudanças no ambiente e 
seu comportamento pode ser influenciado por fatores ambientais (Kopp et al., 2018).

O teste de toxicidade aguda de embriões de peixe (Fish Embryo Acute Toxicity – 
FET) é usado como uma alternativa ao teste de toxicidade aguda em animais e em 
peixes juvenis e adultos. Este teste destina-se a determinar a toxicidade aguda de 
substâncias químicas em estágios embrionários de peixes (Organisation for Econo-
mic Co-operation and Development, 236, 2013), no qual, devido ao estágio primordial 
do desenvolvimento do sistema nervoso, considera-se que nem dor nem desconforto 
possam ser percebidos, podendo o organismo ser considerado como um substituto a 
organismos juvenis e adultos para estes testes. Estudos mostram que há efeitos toxico-
lógicos semelhantes em embriões de zebrafish e em humanos (Yao et al., 2018).

Os testes com zebrafish fornecem importantes informações sobre a mortalidade e 
outros efeitos, como diminuição do comprimento padrão devido à exposição a com-
postos químicos. O zebrafish tem córion transparente, o que permite a observação 
atenta de seu desenvolvimento, motivo pelo qual é frequentemente usado em testes 
que investigam os efeitos diretos ou indiretos da substância no desenvolvimento em-
brionário. O desenvolvimento do zebrafish é rápido, com a embriogênese completa 
em 72 horas pós-fertilização (hpf) e a maioria dos órgãos totalmente desenvolvidos 
em 96 hpf, permitindo que atinjam a idade adulta em torno de 3 meses. Alguns pro-
dutos químicos podem afetar o desenvolvimento de embriões e larvas de zebrafish. 
Parâmetros usados em teste de toxicidade embrionária incluem mortalidade, taxa de 
eclosão, frequência cardíaca, presença de edema, entre outros (Clemente et al., 2019).

Os testes de toxicidade e sobrevivência de peixes são ferramentas importantes 
para o monitoramento da poluição ambiental. Dessa forma, são feitos testes durante 
os estágios iniciais de vida do peixe, seu crescimento e reprodução. Devido à barreira 
imposta pelo córion na penetração do composto em estudo, o teste FET é por vezes 
conduzido em embriões cujo córion foi removido. A remoção da membrana do có-
rion garante a exposição direta dos embriões, reduzindo as fontes de variabilidade 
e contribuindo para a padronização dos testes de toxicidade embrionária em peixes 
(Medeiros et al., 2021).

A adsorção e a absorção de poluentes pelos peixes podem ocorrer através da su-
perfície branquial. Após a absorção, os efeitos tóxicos dependem essencialmente de 
vários fatores tais como via de exposição, relação dose-resposta, tempo de exposição e 
interações nos mecanismos envolvidos no processo de absorção. Na dependência da 
espécie e dos estágios da vida, a sensibilidade dos organismos ao composto pode va-
riar. Dada a possibilidade de exposição prolongada aos compostos presentes no am-
biente, como os NMs, torna-se importante a aplicação de um conjunto de bioensaios 
na avaliação do perigo potencial, levando em consideração esses fatores. Em conse-
quência, bioensaios como taxas de sobrevivência, malformação, tamanho, eclosão e 
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biomarcadores bioquímicos podem ser realizados em diferentes organismos expostos 
em diferentes condições experimentais (Pereira et al., 2021).

O efeito combinado da mistura dos herbicidas ametrina (500  g  L−1) e diuron 
(468 g kg−1) + hexazinona (132 g kg−1) foi avaliado sobre o peixe D. rerio (Tesolin et al., 
2014). O ensaio foi baseado no teste FET da Organisation for Economic Co-opera-
tion and Development (2006), com duração de 96 horas. A partir dos testes agudos 
individuais, foi possível determinar a CL50-96h para os peixes expostos à ametrina, 
registrando-se um valor de 53,23 mg L−1. No caso do diuron + hexazinona, a CL50-96h 
foi determinada em 37,45 mg L−1. Quando em mistura, tanto a ametrina quanto o diu-
ron + hexazinona tornaram-se mais tóxicos para o peixe, em comparação com a expo-
sição individual a cada componente da mistura.

Observou-se ocorrência de edemas, atraso no desenvolvimento embrionário, ab-
sorção do saco vitelínico e diminuição na frequência cardíaca a partir das concen-
trações mais baixas da mistura. Pelos dados obtidos, concluiu-se que a mistura de 
ametrina e diuron + hexazinona é medianamente tóxica para o zebrafish e que os 
resultados seriam úteis na determinação de sua toxicidade no estabelecimento de 
concentrações máximas permissíveis desses herbicidas nos mananciais de água doce, 
com vistas à preservação de sua biota aquática associada.

Biomarcadores na Avaliação Ecotoxicológica

A importância do uso dos biomarcadores como parâmetros biológicos de exposi-
ção às substâncias químicas deve-se ao fato de eles estarem diretamente relacionados 
aos efeitos na saúde. Assim, um biomarcador que indica a ocorrência de uma dose 
biologicamente eficaz ou de um dano inicial à saúde pode ser útil na identificação de 
perigos por meio da associação do composto com o efeito adverso e, em consequên-
cia, na determinação das relações dose-resposta e na estimativa do risco dos produtos 
químicos presentes no ambiente. Além dos organismos não-alvo dos diferentes níveis 
tróficos, os biomarcadores também podem ser utilizados como parâmetros de expo-
sição dos agricultores aos agroquímicos, em uma proposta interdisciplinar, objetivan-
do subsidiar a sustentabilidade de sistemas produtivos em quatro fases consecutivas, 
desde o diagnóstico da situação de saúde, até ações de desenvolvimento na área de 
estudo (Castro et al., 1999a).

Os biomarcadores devem ser de fácil utilização e de baixo custo de obtenção 
para permitir seu amplo uso. Eles devem mostrar facilidade de levantamento, de 
compreensão e de comparação, e o nível de detalhamento da medida deve ser ade-
quado. Devem ainda facilitar o relacionamento de causa a efeito e envolver a medi-
da de respostas biológicas, além de trazer informações quanto ao seu mecanismo 
de ação (Castro, 2004).
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Atualmente, uma ampla gama de biomarcadores está disponível, como as mudan-
ças genéticas e moleculares, que tendem a ocorrer primeiro, seguidas por respostas 
celulares (por exemplo, padrões de expressão gênica, níveis hormonais, atividades de 
enzimas específicas, estrutura e função de organelas) em tecidos e órgãos, até o nível 
biológico em que os danos podem se manifestar como prejuízo no crescimento, re-
produção, anormalidades de desenvolvimento ou diminuição da sobrevida (Shugart 
et al., 1992). Assim, com o monitoramento destas alterações, pode ser avaliado o dano 
potencial de um agente antes que ocorram perturbações e consequências mais graves. 
Os biomarcadores podem também ser usados para desenvolver ensaios de triagem 
rápidos, que podem complementar outras técnicas de teste, reduzindo o número de 
amostras. Nesse contexto, as técnicas baseadas em biomarcadores têm um papel im-
portante a desempenhar no monitoramento e proteção ambiental (Zucchi et al., 2004).

Em geral, os biomarcadores usados no monitoramento ambiental são classifica-
dos em duas categorias principais: exposição e efeito. O biomarcador de exposição 
é avaliado pela presença de uma substância exógena ou de seu metabólito em um 
organismo, enquanto um biomarcador de efeito constitui uma alteração (bioquímica, 
fisiológica, comportamental ou outra) mensurável dentro de um organismo, que pode 
ser associada a um dano à saúde. De acordo com o documento, o uso dos biomarca-
dores deve levar em conta também questões éticas e sociais (Organização Mundial da 
Saúde, 1993). Há também o biomarcador de suscetibidade ou genético que avalia os 
mecanismos relacionados à ação tóxica e ao grau de resposta dos indivíduos mas não 
é muito utilizado no monitoramento ambiental.

Em relação à toxicologia aquática, McCarty e Munkittrick (1996) estabeleceram 
quatro classes reconhecíveis de biomarcadores: 1) bioquímicos (enzimas, hormônios, 
metalotioneínas); 2) fisiológicos (crescimento, reprodução); 3) toxicológicos (compor-
tamento, letalidade, teratogenicidade, carcinogenicidade); e 4) ecológicos/comunitá-
rios (alterações em estruturas e relações do ecossistema). Essas classes correspondem 
a diferentes funções e diferentes níveis de organização biológica.

A sensibilidade de um organismo a um poluente pode variar não só na depen-
dência da qualidade ambiental, como luminosidade e temperatura, mas também no 
nível nutricional, idade, sexo, fase de desenvolvimento, características genéticas do 
organismo, competição entre indivíduos ou espécies, etc. Várias espécies vêm sendo 
empregadas internacionalmente em ensaios laboratoriais de testes de toxicidade, re-
presentando os mais diversos ecossistemas e níveis tróficos. No entanto, não existe 
uma única espécie de organismo que represente integralmente os efeitos causados 
em um determinado ecossistema. Em consequência, são usados organismos que são 
fáceis de reproduzir, adaptam-se facilmente às condições do laboratório e são repre-
sentativos do ambiente em consideração (Castro; Jonsson, 2012).

A seguir, será exemplificado o uso de alguns biomarcadores comumente estudados.
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Biomarcadores Bioquímicos (Atividade Enzimática)

Os biomarcadores bioquímicos podem ser utilizados em grande variedade de 
organismos. Em estudos ecotoxicológicos, geralmente, são avaliadas várias enzimas. 
Dentre os biomarcadores mais usados, destacam-se as alterações das enzimas de bio-
transformação, cuja atividade nos organismos pode ser induzida ou inibida após a 
exposição aos compostos; e as do estresse oxidativo, uma vez que diversos compostos 
tóxicos ambientais ou seus metabólitos podem levar a efeitos tóxicos desta forma.

A toxicidade do herbicida ametrina para embriões de D. rerio foi avaliada usando 
parâmetros bioquímicos (Moura et al., 2018). Neste estudo, a enzima lactato desidroge-
nase mostrou resposta satisfatória na menor concentração-teste (4 μg L−1), indicando 
uma alta demanda de energia necessária para lidar com a condição de estresse. Níveis 
de enzimas antioxidantes foram alterados em concentrações intermediárias e altas, 
enquanto o dano oxidativo (peroxidação lipídica) foi observado na maior concentra-
ção testada (10 mg L−1). As correlações mais importantes foram entre a peroxidação 
lipídica (LPO) e enzimas do sistema antioxidante, como a glutationa redutase (GR), 
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase (GST). Os resultados sugerem 
que, assim como para outros herbicidas do grupo das triazinas, o estresse oxidativo é 
uma das principais vias de toxicidade para ametrina. Concluiu-se que os efeitos su-
bletais foram observados para concentrações na mesma faixa daquelas encontradas 
no meio ambiente, e, portanto, dado que a ametrina é amplamente usada na cultura 
canavieira, uma avaliação detalhada de risco deve ser realizada com base no monito-
ramento de parâmetros subletais e de longo prazo que também devem considerar as 
misturas como cenários.

Clemente et al. (2014b, 2017, 2019) avaliaram diferentes enzimas de biotransfor-
mação, estresse oxidativo e/ou acetilcolinesterase (AChE) como biomarcadores em 
relação aos possíveis efeitos na atividade de enzimas causadas por diferentes NMs, 
como TiO2 NP e OG. Em ambos os casos, as enzimas relacionadas ao estresse oxida-
tivo e a AChE, em especial, mostraram-se sensíveis à exposição ao NM. Uma vez que 
a acetilcolina (ACh) desempenha um papel crucial nas sinapses do sistema colinérgi-
co, a inibição da AChE pode afetar o equilíbrio e a locomoção dos animais expostos. 
Clemente et al. (2019) observaram um aumento na atividade locomotora de larvas de 
zebrafish aos 5 dias de vida expostas ao OG, mas, aos 7 dias de vida, as larvas não apre-
sentaram diferenças significativas na atividade locomotora. Estas observações eviden-
ciam que alguns mecanismos de homeostase compensatória podem estar envolvidos 
nos efeitos de desenvolvimento observados no zebrafish. A atividade da AChE pode 
estar relacionada a problemas no desenvolvimento da larva de peixe no tocante à ve-
locidade e à distância percorrida durante os testes (Clemente et al., 2019) ou, ainda, 
quanto a alterações morfológicas como a cauda encurvada (Luis et al., 2021). O siste-
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ma colinérgico pode estar envolvido em alterações morfológicas como a curvatura da 
cauda de peixe, devido ao desenvolvimento muscular anormal causado pela inibição 
de atividade da AChE (Pamanji et al., 2015).

Biomarcadores Fisiológicos (Reprodução, Teratogenicidade, Desenvolvi-
mento)

Muitos biomarcadores diferentes podem ser usados para avaliar o desenvol-
vimento de um organismo, como danos genéticos, aspectos do desenvolvimento 
físico, maturação de reflexos etc. A exposição materna a agroquímicos durante a 
fase reprodutiva pode levar a alterações no desenvolvimento de roedores (Castro, 
2013a). Consequentemente, é importante realizar a avaliação dos possíveis efeitos 
da exposição aos agroquímicos em diferentes períodos de desenvolvimento (Cas-
tro et al., 1992).

Além de estudos sobre a fertilidade da mãe e a viabilidade do filhote, podem 
ser realizados testes para avaliação da cito- e genotoxicidade pela exposição ao pro-
duto tanto por meio de testes in vitro quanto in vivo (Castro; Poli, 2013). Assim, a 
análise cromossômica com ratas expostas a diferentes concentrações do fungicida 
mancozeb, nos períodos inicial e de organogênese da gestação, mostrou que o dano 
cromossômico observado em mães e filhotes aumenta com a concentração do fungi-
cida e pode estar relacionado a dano genético e risco teratogênico para a população 
exposta (Castro et al., 1999b). Ademais, resultados obtidos in vitro com leucócitos de 
duas espécies diferentes de roedores (rato e camundongo) mostram que o fungicida 
fenarimol afeta o DNA, conforme detectado pelo ensaio de eletroforese em gel de 
célula única (single cell gel electrophoresis – SCGE, ou ensaio Cometa) de forma dose-
-dependente. Mais ainda, a exposição simultânea de leucócitos de rato ao fenarimol
e a um composto genotóxico modelo (bleomicina) produziu um efeito cito- e geno-
tóxico (Poli et al., 2003). Já ratas expostas ao fenarimol durante o início da gestação
(1-6 dias), o final da gestação (últimos 6 dias) ou nos primeiros 6 dias de lactação mos-
traram um efeito genotóxico, detectado pelo ensaio Cometa, tanto em mães quanto
em filhotes. A sensibilidade dos animais ao fenarimol parece ser maior durante o
período pós-natal. Como o dano ao DNA aumenta durante o tempo de exposição
(2 horas a 6 dias após o nascimento), os dados em filhotes sugerem que o fenarimol
pode atuar principalmente no DNA celular por meio da exposição direta da ninhada 
via lactação (Castro et al., 2005).

Outras questões relacionadas à exposição perinatal devem ser consideradas. As-
sim, foram estudados os efeitos da exposição pré-natal de AgNP sobre os possíveis 
efeitos e consequências na prenhez de ratas e no desenvolvimento pós-natal da prole. 
Atualmente, uma possível abordagem para minimizar a perda de alimentos é a utili-
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zação de embalagens microbicidas contendo AgNP, por causa de suas propriedades 
antimicrobianas. A eficácia inibitória microbiana de embalagens contendo NMs é 
determinada pelo contato do agente antimicrobiano contido na superfície da emba-
lagem com as bactérias. Porém, é importante avaliar se o nível de migração do NM do 
conteúdo da embalagem para o alimento pode causar toxicidade. No estudo, foram 
avaliados a duração da gestação (dias), tamanho da ninhada no nascimento, núme-
ro de filhotes natimortos, número de filhotes mortos durante o período de lactação, 
peso do embrião e o ganho médio de peso corporal das mães durante o período ges-
tacional. Os resultados não mostraram efeito sobre a duração da gestação, tamanho 
da ninhada ao nascimento e número de natimortos, tampouco sobre os parâmetros 
de desenvolvimento físico avaliados nos filhotes. Contudo, os resultados do estudo 
indicaram que a exposição materna às NPs pode induzir alterações sutis nos parâme-
tros reprodutivos da prole, como descida dos testículos e abertura vaginal, mesmo em 
concentrações que não causam mudanças nos parâmetros de desenvolvimento dos 
filhotes e reprodução materna (Becaro et al., 2021).

Nos últimos anos, em adição aos roedores, o zebrafish (D. rerio) tornou-se um or-
ganismo modelo popular para estudos toxicológicos com o uso padronizado de fases 
iniciais da vida na Diretriz 236 da Organização para Cooperação e Desenvolvimento 
Econômico (teste FET). Nesse contexto, a fim de compreender o papel do dióxido de 
titânio com MWCNT no meio ambiente, Silva et al. (2018) avaliaram a exposição de 
embriões de D. rerio já que os NMs híbridos podem aumentar a eficácia dos NMs com 
um único composto. Os resultados não mostraram toxicidade aguda nem efeitos su-
bletais em embriões de D. rerio até 100 mg L−1, quando a taxa de eclosão e crescimento 
foram observados.

A taxa de crescimento algáceo, parâmetro associado à reprodução celular, também 
pode ser avaliada. A reprodução algácea pode ser tomada como marcador biológico 
satisfatório na avaliação de risco e monitoramento de áreas degradadas, especialmen-
te por herbicidas. Em um estudo realizado com a microalga P. subcapitata, foi realiza-
da a avaliação da toxicidade de NPs poliméricas de quitosana/tripolifosfato contendo 
ou não o herbicida paraquat, como também a influência de substâncias húmicas na 
estabilidade do sistema nanoparticula-herbicida (Grillo et al., 2015). Os resultados de-
mostraram que substâncias húmicas decrescem os efeitos tóxicos das nanoparticulas 
contendo paraquat. Também foi observado que o valor de CE50-96h do herbicida in-
cluído na nanoparticula (CE50-96h = 1,15 mg L−1) foi significativamente superior ao do 
herbicida isolado (CE50-96h = 0,48 mg L−1), o que corresponde a uma menor toxicidade 
na primeira situação. Estes resultados são importantes para a compreensão da intera-
ção de nanoestruturados com as espécies presentes em ecossistemas aquáticos e com 
as substâncias húmicas que influenciam os efeitos adversos de agroquímicos.
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Biomarcadores Fisiológicos (Comportamento)

O uso de indicadores específicos pode verificar a validade de um modelo utilizado 
na correlação entre sua medida e a exposição real. Na maioria das vezes, a toxicidade 
e, em especial, a neurotoxicidade ocasionadas pela exposição a substâncias tóxicas 
são avaliadas de acordo com algumas baterias de testes. Estes podem ser realizados 
pela avaliação de alterações de funções cognitivas – como aprendizagem e memória 
– e comportamentais, com a realização de protocolos experimentais em animais de
laboratório. As respostas que envolvem atividade e comportamento são estudadas no 
contexto de exploração e aprendizagem, memória, novidade e ansiedade. Na depen-
dência do estágio de desenvolvimento do organismo, a utilização de um protocolo
experimental contendo índices relacionados à reprodução e ao desenvolvimento ani-
mal pode identificar danos comportamentais iniciais devido à exposição a poluentes
ambientais. Contudo, o conhecimento da qualidade dos dados auxilia na correta in-
terpretação dos efeitos potenciais da exposição a um poluente químico e abre pers-
pectivas de seu uso na saúde pública (Castro; Silva, 2009).

Um crescente número de evidências sugere que as habilidades de aprendizagem 
motora são indicadores confiáveis de aquisição comportamental e distúrbios cogni-
tivos e contribuem para estabelecer a extensão potencial desses efeitos cognitivos no 
neurodesenvolvimento. Nesse sentido, os modelos animais são essenciais para me-
lhorar a compreensão dos mecanismos neuronais subjacentes à exposição aos po-
luentes. De fato, numerosos estudos demonstraram que os efeitos neurotóxicos agu-
dos observados em modelos pré-clínicos de intoxicação aguda com organofosforados 
(OP) (Guignet et al., 2020) são amplamente replicados em modelos de intoxicação 
aguda com roedores.

De fato, a exposição a agroquímicos pode levar a possíveis alterações compor-
tamentais inclusive durante a exposição materna. Por conseguinte, a avaliação dos 
possíveis efeitos decorrentes da exposição aos agroquímicos é importante de ser re-
alizada em diferentes períodos do desenvolvimento, especialmente naqueles consi-
derados críticos devido à possível influência na morfologia e na fisiologia do sistema 
nervoso (Castro et al., 2000a, 2000b; Castro; Maia, 2012). Assim, por exemplo, foram 
observados alguns déficits neuromusculares e comportamentais em filhotes devido 
à exposição materna ao fungicida fenarimol. As alterações nos filhotes podem ocor-
rer principalmente durante o último período gestacional e a lactação (Castro et al., 
2007a). Além disso, o sulfentrazone pode causar alterações no sistema nervoso do fi-
lhote de rato em diferentes estágios de desenvolvimento pós-natal, como evidenciado 
por alguns atrasos no desenvolvimento de reflexos e coordenação motora (Castro et 
al., 2007b). Mais ainda, os efeitos da exposição a misturas de agroquímicos podem ser 
investigados por biomarcadores comportamentais (Castro; Chiorato, 2007).
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Assim, a avaliação de efeitos adversos do paclobutrazol – utilizado como fungi-
cida e regulador de crescimento vegetal – na reprodução e no desenvolvimento da 
ninhada mostrou que ocorreram algumas diferenças nos animais expostos quanto ao 
estado funcional do sistema nervoso de filhotes de ratos em diferentes estágios do de-
senvolvimento, mesmo em doses que não causaram toxicidade materna. Nesse senti-
do, foram observados danos nos filhotes na expressão do reflexo de sobressalto, além 
de alteração da locomoção observada em uma arena de campo aberto. Contudo, não 
foram observadas alterações no comportamento de natação. Estes dados fornecem 
subsídios para estudos adicionais sobre os efeitos potencialmente tóxicos que a expo-
sição das mães a esse pesticida pode ocasionar em suas ninhadas (Castro et al., 2004).

Os biomarcadores comportamentais ainda podem ser usados em uma grande va-
riedade de objetivos experimentais. Dessa forma, alterações comportamentais, como 
aquelas observadas em testes de tarefas motoras e exploratórias, podem ser observa-
das devido à subnutrição, refletindo a maturação atrasada de estruturas responsáveis 
pelas respostas sensório-motoras, como o cerebelo, pois grande parte da maturação 
cerebelar ocorre após o nascimento (Barbosa et al., 2016).

Alguns ensaios comportamentais também permitem a análise e caracterização 
de paralelos entre espécies, gerando achados valiosos para estudos evolutivos e com-
parativos. Essas ferramentas avaliam comportamentos que são conservados em mo-
delos animais como zebrafish e roedores. O zebrafish (D. rerio) pode ser usado para 
estudar e modelar a toxicidade de eventos, desde modificações em nível celular até 
mudanças no fenótipo, incluindo alterações no crescimento e desenvolvimento ou 
comportamento. O aumento da utilização e padronização de ensaios comportamen-
tais em peixes adultos fornece resultados de alta qualidade e demonstra possíveis al-
terações funcionais da exposição aos xenobióticos (Figura 14.5).

Estes biomarcadores comportamentais podem ser usados também para auxiliar a 
avaliação do emprego de polímeros naturais na nanoencapsulação de nutrientes para 
uso na aquicultura (Luis et al., 2021).

Figura 14.5. (A) Larvas de zebrafish; (B) Avaliação comportamental da larva de forma individual.

A B
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Em termos de neurotoxicidade, o zebrafish fornece um modelo poderoso para 
investigar mudanças no sistema nervoso devido à exposição a vários compostos, ofe-
recendo a capacidade de estudar seus mecanismos de ação (Fitzgerald et al., 2021). 
Nesse contexto, a exposição a NMs, como o OG, foi capaz de induzir alterações não só 
bioquímicas e morfológicas, mas também comportamentais, em larvas de zebrafish 
(Clemente et al., 2019).

ASPECTOS DE BIOACUMULAÇÃO NOS ORGANISMOS

Bioacumulação é um processo frequente em compartimentos aquáticos pelo qual 
compostos químicos são absorvidos pelos organismos de forma direta a partir do 
ambiente (solo, sedimento, água), ou de forma indireta, pela ingestão de alimentos 
que contêm esses compostos. Estes devem possuir uma certa lipossolubilidade para 
serem retidos nos tecidos do organismo e permitir que a sua taxa de absorção e arma-
zenamento seja mais elevada que a de excreção.

A bioacumulação ocorre quando a velocidade de absorção de um composto ex-
cede sua velocidade de eliminação, resultando em acúmulo no organismo. Enquan-
to a bioacumulação é a ingestão de uma substância química e sua concentração no 
organismo por todos os meios possíveis, incluindo contato, respiração e ingestão, a 
bioconcentração é a ingestão e retenção de uma substância em um organismo inteiro 
pela respiração através da água (em ecossistemas aquáticos), ou do ar (em ecossiste-
mas terrestres). Por outro lado, a biomagnificação ocorre quando o produto químico 
passa pela cadeia alimentar para níveis tróficos mais elevados, de modo que, em pre-
dadores, excede a concentração esperada para o equilíbrio entre um organismo e seu 
ambiente (Alexander, 1999).

A bioconcentração é a forma mais direta de avaliar o acúmulo de substâncias em 
organismos aquáticos. É um fenômeno importante para observar a manifestação de 
efeitos subletais do composto em organismos não-alvo e para prevenir a contamina-
ção de organismos aquáticos utilizados como alimentos para o consumo humano. É 
estimada pelo fator de bioconcentração (FBC), que é a relação entre a concentração 
da substância no tecido do organismo (Co) e a concentração na água (Ca), quando for 
atingido o equilíbrio aparente durante a fase de acúmulo do composto. Entretanto, 
este fator pode também ser calculado pela relação da constante de assimilação pela 
constante de eliminação. A avaliação da bioconcentração é importante para calcu-
lar parâmetros da cinética do produto e compará-los com outros compostos e outras 
espécies, além de contrastar seu acúmulo no organismo com os valores de Ingestão 
Diária Aceitável (IDA) propostos pela Organização Mundial da Saúde. Por meio dos 
ensaios de avaliação da bioconcentração, pode-se também estudar a redução do com-
posto nos tecidos do organismo quando cessa a exposição e calcular o tempo de de-
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pleção de resíduos para atingir níveis no produto alimentar que estejam de acordo 
com a legislação vigente.

Em um estudo com o fungicida e regulador de crescimento vegetal paclobutrazol, 
estudou-se sua bioconcentração no peixe pacu prata (Metynnis argenteus) (Jonsson et 
al., 2002). Ao final da exposição (28º dia), a concentração de paclobutrazol determina-
da em músculo atingiu níveis residuais de 166 mg kg−1 para a concentração média de 
2,7 mg L−1 determinada na água. O FBC estimado para o paclobutrazol na situação de 
equilíbrio foi equivalente a 73, classificando-o como “medianamente bioconcentrá-
vel”. De acordo com valor estimado de FBC, e com o valor da IDA para o paclobutra-
zol de 0,1 mg kg−1 de peso corpóreo, a concentração máxima permitida do ingrediente 
ativo em corpos d’água para evitar efeitos adversos quanto ao consumo do peixe seria 
equivalente a 0,2 mg L−1. Este valor foi estimado com base na concentração na água 
que seria atingida pela aplicação direta da dose máxima recomendada do paclobutra-
zol (3,0 kg i.a. ha−1) sobre uma lâmina de água de 150 cm e considerando-se o consumo 
diário de 500 g de peixe por um indivíduo adulto de 70 kg.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os estudos ecotoxicológicos estão focados no aprimoramento e desenvolvimento 
de novos métodos para avaliar o impacto da toxicidade dos poluentes em organismos 
vivos e ecossistemas. A toxicidade dos xenobióticos e dos contaminantes emergentes 
tem estimulado o desenvolvimento de métodos e o aprimoramento de procedimentos 
analíticos capazes de avaliar seus efeitos biológicos. Embora as respostas dos biomar-
cadores possam ser difíceis de interpretar, a integração de suas várias medidas pode 
sinalizar inequivocamente um dano.

Nesse contexto, a qualidade ambiental poderá ser melhor avaliada através do bio-
monitoramento com o uso de animais-sentinela em conjunto com o desenvolvimento 
de biomarcadores moleculares. Para tanto, os métodos de proteômica oferecem uma 
abordagem atraente para o estudo das respostas moleculares iniciais dos organismos 
aos estressores ambientais. Esta abordagem poderá ser usada para identificar as vias 
de toxicidade, quantificar mais precisamente os novos biomarcadores e traçar as pos-
síveis vias de resultados adversos (Gouveia et al., 2019).

Levando em consideração a necessidade de realizar esforços para melhor compre-
ender as propriedades toxicológicas e ecotoxicológicas dos poluentes ambientais e o 
papel dos organismos nos processos de transferência de poluentes, o fornecimento de 
dados sob uma perspectiva abrangente e integrada torna-se uma importante contri-
buição para a promulgação de normas de proteção ao meio ambiente. Portanto, terá 
importância crescente a cooperação interdisciplinar de pesquisadores e profissionais 
atuantes (físicos, químicos, biólogos, farmacêuticos etc.) com o objetivo de alcançar 
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uma melhor compreensão dos complexos mecanismos que regulam a transferência e 
atividade de poluentes e seus efeitos sobre diferentes organismos-alvo.

Uma vez que os testes ecotoxicológicos permitem avaliar a atividade de substân-
cias em diferentes níveis, seus resultados têm o potencial de direcionar controles, 
regulamentos, leis e outras atividades destinadas a preservar o ambiente, além de 
possibilitar a articulação dos diversos setores públicos e privados relacionados à saú-
de ambiental. Os resultados obtidos com o uso de bioindicadores podem contribuir 
para o estabelecimento de limites máximos permissíveis de xenobióticos no compar-
timento aquático e, em consequência, para políticas públicas no Brasil.

Assim, espera-se que as ações geradas pelos resultados obtidos a partir de novos 
estudos contribuam para a produção e compilação de um conjunto de dados que ser-
virá para auxiliar futuramente a análise dos possíveis efeitos tóxicos causados pelos 
agroquímicos junto aos órgãos reguladores.
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