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RESUMO

Protozoarios sdo microrganismos eucarioticos geralmente unicelulares e heterotroficos extensamente estudados
pela biologia e vastamente difundidos nos diversos ecossistemas aquaticos em todo o mundo. Este trabalho busca
fazer uma revisdo bibliogréfica sobre o uso das mais diversas espécies de protozodrios — com um maior enfoque
para os protozoarios ciliados — como biondicadores em ensaios ecotoxicoldgicos e toxicoldgicos. Foram analisados
varios estudos que usam o0s protozodrios como organismos testes para avaliar os mais diversos compostos
organicos e quimicos, buscando — brevemente — avaliar os efeitos desses compostos sobre a espécie em estudo.
Foram encontrados diversos trabalhos na area, principalmente com a utilizagdo de pesticidas e farmacos,
mostrando a influéncia desses compostos no crescimento e metabolismos dos protozodrios. Verificou-se que os
protozoarios como bioindicadores possuem caracteristicas que os tornam excelente escolha para os ensaios
ecotoxicoldgicos quando comparados a outras espécies, afirmando as suas propriedades como organismos teste
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ABSTRACT

Protozoans are microorganisms eukaryotic normally unicellular and heterotrophies widely studied in biology and
vastly widespread in many aquatic ecosystems around the world. This work pursuit to make a bibliographical study
about the use of many protozoan species — with a bigger focus on ciliated protozoans — as bioindicators in
ecotoxicological and toxicological tests. Were analyzed several studies that used protozoans as tests organism to
evaluate many organic and chemical compounds, looking for — briefly — evaluate the effect of those compounds
over the specie being studied. Were found many papers in this field of study, mostly utilizing pesticides and
pharmaceuticals, showing the influence of these compounds in the protozoans’ metabolism and growth. It was also
noted that protozoans as bioindicators have features that make them an excellent choice for ecotoxicological essays
when compared to other species, affirming their properties as tests organism.

KEYWORDS: protozoans, ecotoxicology, bioindicators.

RESUMEN

Los protozoos son microorganismos eucariotas normalmente unicelulares y heterotréficos ampliamente estudiados
en biologia y muy extendidos en muchos ecosistemas acudticos de todo el mundo. Este trabajo busca realizar un
estudio bibliografico sobre el uso de muchas especies de protozoarios -con un mayor enfoque en los protozoarios
ciliados- como bioindicadores en las pruebas ecotoxicoldgicas y toxicoldgicas. Se analizaron varios estudios que
utilizaron protozoos como organismo de pruebas para evaluar muchos compuestos organicos y quimicos, buscando
- brevemente - evaluar el efecto de esos compuestos sobre la especie que se esta estudiando. Se encontraron
muchos trabajos en este campo de estudio, en su mayoria utilizando pesticidas y productos farmacéuticos,
mostrando la influencia de estos compuestos en el metabolismo y crecimiento de los protozoarios. También se
observé que los protozoos como bioindicadores tienen caracteristicas que los hacen una excelente opcién para
ensayos ecotoxicologicos en comparacidon con otras especies, afirmando sus propiedades como organismo de
pruebas.
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1 - INTRODUGAO E CONTEXTUALIZAGAO DO ASSUNTO

Ecotoxicologia é a ciéncia que integra conhecimentos da ecologia e toxicologia de modo a
avaliar e prever os efeitos de contaminantes nos sistemas bioldgicos, sendo a Ecotoxicologia
Aguatica um ramo que estuda esses efeitos no ecossistema aquatico (KRULL, 2010, apud
MOISEENKO, 2008).

Os campos da ecologia e toxicologia desenvolveram-se como disciplinas separadas durante o
século passado com jornais exclusivos, ferramentas Unicas e jargdes distintos refor¢ando a
ideia de separacdo entre as duas. Enquanto os ecologistas focavam em estudar os fatores
bidticos e abidticos da distribuicdo das espécies e suas interagBes, toxicologistas
tradicionalmente focavam em testes toxicoldgicos em espécies individuais. Existe, entretanto,
o campo de estudo da ecotoxicologia - um nome que naturalmente implica a jungdo das ideias
da ecologia e toxicologia (RELYEA, 2006).

A ascensdo da ecotoxicologia como um campo de estudo (também nomeado como
“toxicologia ambiental”) comecou a ter mais importancia a partir da década de 60 com a
primeira definicao formal vindo de Tuhaut (1977) que considerou a ecotoxicologia como sendo
um ramo da toxicologia preocupada com os efeitos dos poluentes na constituicdo de um
ecossistema integrado (RELYEA, 2006). Desde a definicdo dada por Tuhaut, pouco mudou com
referéncia a ela, entretanto diversos estudos foram publicados buscando entender e
solucionar problemas ambientais com base em ensaios utilizando possiveis contaminantes
analisando a resposta de diversas espécies aqudticas quando expostas a esses compostos.

1.1 — Breve histdrico da andlise e compostos estudados

Um dos primeiros compostos quimicos a ser analisado — e também um grande responsavel
pelo crescimento da ecotoxicologia como um campo de estudo — foi o inseticida DDT
(dichlordiphenyltrichlorethane) utilizado em larga escala entre os anos de 1940 e 1950 para o
controle de pragas na agricultura (WERNER et al., 2012). Sendo assim, desde a década de 60,
leis ambientais entraram em vigor em diversas nag¢des juntamente com diversos estudos e
pesquisas voltados para a analise de compostos téxicos e seus efeitos ambientais quanto ao
uso indiscriminado.

Dentro do grande grupo dos pesticidas sintéticos é encontrada a subdivisdo dos inseticidas
organicos sintéticos que tem como principal caracteristica atuar diretamente no sistema
nervoso dos animais, sendo assim considerada como a categoria mais tdxica dentro desse
grupo. Os inseticidas DDT tem como principal caracteristica bioldégica acumularem-se no
organismo, devido a sua estabilidade e solubilidade em gordura, sendo um composto que
aumenta juntamente com a cadeia trofica, logo, encontram-se concentragdes maiores em
organismos no topo da cadeia alimentar (WERNER et al., 2012). Diversos — e antigos — estudos
ja@ mostraram os efeitos negativos do DDT em multiplas espécies presentes nos mais variados
ecossistemas, como é o caso conhecido e vastamente estudado da agdo deste tipo de
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inseticida sobre a formacdo da casca de ovos de répteis e aves, onde ocorre a diminui¢cdo da
espessura da casca (HICKEY et al., 1968).

Atualmente, os pesticidas sdo extremamente necessarios para aumentar a produtividade
agricola, entretanto, o maior problema estd no uso indiscriminado destes compostos que
podem levar a situagbes ameacadoras para espécies de determinado ecossistema, como
notificado por HICKEY, 1968. Além disso, esses compostos ndo sdo totalmente seletivos, uma
vez que eles podem causar efeitos téxicos em organismos diferentes do que o pesticida
deveria primeiramente combater, sendo uma ameaga para outros organismos terrestres e
aquaticos. E ainda, quando aplicado no solo ou plantas — e dependendo da concentracdo e
frequéncia de aplicacdo — os pesticidas estdo sujeitos a uma série de processos abidticos e
bidticos que podem envolver o transporte desse composto para diferentes matrizes
ambientais como solos e corpos de dgua (MANSANO et al., 2015). Sendo assim, é evidente a
facilidade de contaminacdo de outros ambientes e possivelmente outras espécies,
principalmente devido a mobilidade do composto.

A ecotoxicologia iniciou com a avaliacdo de pesticidas, entretanto, atualmente, a maior
preocupacdo é com os micropoluentes presentes em efluentes doméstico, industriais e rurais.
Entre esses micropoluentes encontra-se a classe dos farmacos que engloba os compostos
eliminados tanto pelo usudrio final doméstico quanto pelo excedente industrial do processo de
fabricacdo. Até recentemente, acreditava-se que os remédios eram metabolizados de certa
forma no organismo que seriam excretadas em forma muito diluida sendo ainda misturada
com o esgoto e aguas de tratamento, tendo como resultado uma concentragdo infima e ndo
impondo riscos aos organismos. Entretanto, essa visdo foi abandonada uma vez que técnicas
mais avangadas de avaliagdo detectaram altas doses de farmacos em diferentes ambientes
como efluentes de esgotos, aguas superficiais e aguas subterraneas (SEILER, 2002). Sendo
assim, fica evidente a necessidade de estudar os farmacos como um composto téxico
relevante.

A importancia da ecotoxicologia esta justamente em avaliar a toxicidade de diversos
compostos — comecando com os DDT ha mais de 50 anos — mensurando seu efeito negativo
sobre determinado ambiente. O uso de organismos vivos como indicadores de perigos ou
problemas data antes mesmo das diversas regulagdes ambientais que hoje estdo em vigor,
onde ferramentas bioldgicas baseadas em espécies de animais vivos ja eram usadas para
detectar anomalias e perigos no ambiente, por exemplo, o uso de pdssaros em minas de
carvao para avisar aos minerados da presenca de niveis elevados de mondxido de carbono e
metano (WERNER et al., 2012). Esses organismos vivos sdo chamados de bioindicadores que
segundo AMERICO et al., 2017, apud WASHINGTON, 1994, sdo espécies escolhidas por sua
sensibilidade ou tolerancia a varios parametros, como poluicdo organica ou outros tipos de
poluentes.

Com relagdo ao uso de organismos vivos para o teste de toxicidade de compostos quimicos ou
organicos, existem diversas normas e ensaios que padronizam os experimentos. Esses
processos regulamentam os sistemas de testes buscando mensurar a resposta dos organismos
representativos de certo ecossistema quanto a vulnerabilidade deles a determinado
composto. Os testes sdo realizados, normalmente, de duas formas: de forma crénica, onde é
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analisado o efeito do composto ao longo de determinando periodo avaliando a resposta do
espécime quanto a diversos fatores — como crescimento, resposta genética, mudancas
comportamentais e sistema reprodutivo — e de forma aguda onde é verificada a letalidade do
composto em estudo.

1.2 — Objetivos

Entre os diversos protistas que podem ser usados como bioindicadores este estudo ird dar
enfoque a alguns protozoarios ciliados, tendo como principal objetivo analisar a ecotoxicidade
de farmacos e outros compostos quimicos ou organicos.

Esses organismos sdao extensamente conhecidos e estudados pela biologia sendo classificados
como microrganismos eucariéticos geralmente unicelulares e heterotréficos. Segundo
AMERICO et al., 2017, os protistas s3o ideais para estudos de ecotoxicidade, pois eles sdo
muito sensiveis a mudancas ambientais alertando precocemente sobre a deterioracdo de
ambientes aquaticos.

Sendo assim, durante toda a extensdo do trabalho, os principais tépicos e assuntos a serem
considerados sdo: (1) comportamento dos protozoarios como biondicadores; (2) situacdo dos
protozodrios frente aos outros organismos testes utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos; (3)
respostas dos protozoarios quando expostos aos mais diversos tipos de compostos organicos
ou quimicos e (4) breve avaliacdo de estudos cientificos sobre este assunto.

2 — 0S PROTOZOARIOS COMO BIOINDICADORES

Espécies indicativas — conforme citado anteriormente chamadas de bioindicadores — sdo
aquelas sensiveis a diversas toxinas funcionando como um indicador das condi¢des de
operagdo de um ecossistema fornecendo uma possivel mensura¢ao da qualidade ambiental
desse local. Entre essas espécies estdo os protozodrios ciliados que possuem grande
importancia nos ambientes aquaticos de dgua doce, uma vez que eles participam diretamente
dos processos de decomposi¢do e alimentagao de bactérias. Além disso, eles possuem como
caracteristica (PAPADIMITRIOU et al., 2013) responder rapidamente a presenca de
contaminantes, devido a sua rdpida reproducdo, sensibilidade e variabilidade dos nichos em
gue ocupa na cadeia.
Os protistas ciliados frequentemente utilizados para estudos ecotoxicolégicos sdo os
Tetrahymena pyriforms (SAUVANT et al.,, 1999), Colpidium e Paramecium. Alguma de suas
caracteristicas bioldgicas sdo (AMERICO et al., 2017):
a. Maioria, ndo todos, unicelulares;
b. Possuem grande superficie relativa com alta taxa metabdlica com diversas formas de
alimentagdo sendo eficientes na absorcdo e liberacdo de nutrientes;
c. Grande importancia no nivel tréfico mediando o fluxo de substancia e ocupando
diversos nichos;
d. Ampla distribuicdo geografica com milhares de espécies;
e. Reproducdo assexuada e sexuada;
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f. Sdo considerados os organismos unicelulares mais complexos;
g. Chegam a contribuir com 60% da biomassa total de zooplanctons e
h. Largamente utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos.

Sabe-se que as espécies integrantes dos grupos Tetrahymena, Colpidium e Paramecium sao
organismos nao patogénicos, de vida livre e vastamente distribuidos nos mais diversos
ecossistemas. Esta abundancia é muito utilizada como uma indicativa da saide do ambiente
aquatico em que essas espécies vivem (A. GERHARDT et al., 2010, apud COOLEY et al. 1999).
Sendo assim, A. GERHARDT et al.,, 2010, reforca que o uso dessas espécies pode ajudar a
reduzir o nimero de animais utilizados em testes de toxicidade devido a caracteristicas
bioldgicas Unicas que permitem que eles sejam usados como bioindicadores sensiveis e faceis
de manipular a niveis bioquimicos e populacionais como uma importante parte de um
microcosmo simulando uma cadeia alimentar microbiana para avaliar os efeitos diretos e
indiretos dos efeitos téxicos de compostos a um nivel de comunidade.
Portanto, comunidades de protozoarios podem fornecer informacgdes valiosas na saude de um
ecossistema uma vez que:
a. Protozodrios sdo organismos facilmente compardveis, largamente distribuidos
fazendo-os mais aplicaveis a estudos e;
b. Protozoarios sdo conhecidos por possuem geracGes curtas — com altas taxas de
reproducdo e metabolismo - reagindo rapidamente as mudancas ambientais no
ambiente aquaticos.

Sendo assim, JIAN et al., 2005, conclui que os protozodrios sao melhores indicadores da
qualidade da dgua para mudangas bruscas e para mudangas continuas ao longo de certo
periodo.

3 — ESTUDOS ECOTOXICOLOGICOS ENVOLVENDO FARMACOS, OUTROS COMPOSTOS E
PROTOZOARIOS

Exposto a importancia de utilizar os protozoarios como bioindicadores, sera citado adiante
alguns trabalhos de relevancia sobre o tema onde diversos compostos toxicos sdo utilizados
em testes com protozoarios buscando entender a interacdo entre eles determinando e
quantificando o nivel de toxicidade para a espécie estudada, além disso serd analisado alguns
trabalhos onde os protozodrios sao utilizados como indicadores de qualidade do ambiente. Os
trabalhos a serem comentados foram escolhidos aleatoriamente em fontes de pesquisa de
qualidade sem preferéncia, buscando atender ao tema pesquisado nesse trabalho. Importante
notar que alguns compostos sdo especificamente farmacos enquanto outros sdo compostos
utilizados pela industria farmacéutica na produgdo de farmacos.

3.1 - Protozoarios como indicadores de qualidade de dgua

O estudo de MADONI, 2005, avaliou o comportamento de diversas espécies de protozoario
ciliados ao longo do curso do rio P6 no noroeste da Itdlia. Nesse trabalho foram coletadas
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amostras de agua e sedimentos em 13 diferentes pontos sendo feito uma analise bioldgica e
estatistica das espécies encontradas em cada ponto para determinar suas similaridades e
diferencas. Foi concluido que as amostras coletadas nos locais ndo poluidos foram as mais
consistentes e possuem a maior similaridade entre si, enquanto as amostras coletadas em
pontos com conhecido depdsito de efluentes foram as menos consistentes com pouca
similaridade entres as espécies encontradas nessas amostras.

No estudo de JIANG, 2012, foram coletadas amostras de aguas na Baia de Jiaozhou no
noroeste da China entre junho de 2007 e maio de 2008. Foram coletadas amostras em cinco
locais diferentes escolhidos propositalmente uma vez que eram conhecidos impactos
ambientais e predominancia de a¢do antropogénica nesses locais. Foram realizados diversos
testes bioldgicos, fisicos e estatisticos das amostras coletadas sendo possivel concluir que (1)
as comunidades de protozoarios possuiam significativa diferenca de um local para outro; (2) as
espécies estavam diretamente ligadas com a quantidade de alguns compostos na agua,
especificamente o nitrato de nitrogénio e fésforo sollivel, ambos provenientes de depdsitos de
efluentes; (3) e a diversidade das espécies correlacionam diretamente com o tipo de nutriente
encontrado em cada ponto, indicando que a qualidade da agua influencia no comportamento
dos diferentes tipos de protozoarios.

Em outro trabalho, o pesquisador EL-SEREHY et al., 2014, estudou a importancia dos ciliados
como bioindicadores e um novo tratamento de efluentes utilizando um sistema hidrop6nico
com uma manta de cascalho. As espécies foram divididas em grupos — mais e menos sensiveis
a compostos organicos e quimicos presentes na dgua — sendo avaliado por meio de andlises o
antes e depois da passagem pelo sistema de tratamento verificando a predominancia das
espécies de ciliados em cada caso. Os autores concluiram que o sistema foi eficiente uma vez
que a quantidade de ciliados que possuem uma demanda maior de oxigénio foram
encontrados em grande quantidade apds a passagem pelo sistema de tratamento, indicando
uma boa saude da dgua e uma eficiéncia do sistema.

Finalizando, no estudo de CHEN et al., 2008, foi estudada a eficicia de um sistema de
tratamento de esgoto recém instalado no sudoeste da China. Foram feitas coletas de amostras
de sedimentos antes e depois da agua sofrer tratamento utilizando-se o método de analise
semelhante ao estudo de EL-SEREHY et al., 2014, onde sdo feitas divisdes na classe de ciliados
buscando separa-los conforme o seu comportamento em um ambiente mais ou menos
poluido. Com isso, foi possivel verificar que antes do tratamento a predominancia era apenas
de ciliados provenientes de ambientes mais hostis com alta carga de efluentes e apds o
tratamento foram encontradas diferentes espécies de protozoarios ciliados mais sensiveis a
poluentes indicando que o sistema foi eficaz em tratar o esgoto.

3.2 - Ensaios ecotoxocoldgicos com diversos compostos em protozoarios

Conforme citado, além do uso dos protozodrios em avaliagGes fisicas do meio aquatico, eles
também possuem diversas vantagens como bioindicadores para o estudo toxicoldgico de
compostos quimicos e organicos. A facilidade de cultivo, o ciclo de vida curto, a falta de
estagios complexos de desenvolvimento e o fato de membrana externa dos protozoarios
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estarem em contato direto com o meio externo tornam esse grupo susceptivel aos ensaios (XU
et al., 2004). Na maioria dos testes ecotoxicoldgicos os resultados sdo expressos a partir das
notagdes CLsg, CEsq e Cls, significando:

Clso: concentragdo letal para 50% da populagdo em mg/L indicando a mortalidade do
organismo testado;

CEsp: concentracdao de uma substancia que causa imobilidade em 50% dos organismos do
ensaio também expressa em mg/L e;

Clso: concentracdo de inibicdo do crescimento em 50% dos espécimes testados, também
expressa em mg/L.

No estudo conduzido por XU et al., 2004, foi utilizado o composto quimico amonia - que é um
poluente comum intensamente utilizado pela industria farmacéutica e na aquicultura
encontrado em diversos corpos de dgua na sua forma ionizada ou ndo — devido as suas
caracteristicas tdxicas uma vez que passam pelas membranas celulares prejudicando o
metabolismo da mesma. Segundo revisdo literdria feita por XU et al., 2004, a amoénia é
vastamente encontrada em diversos ambientes aquaticos, assim como os protozodrios
ciliados, dessa forma o estudo deles focou na andlise e efeitos toxicos da amdnia sobre esse
tipo de organismo vivo aquatico, especificamente a espécie Euplotes vannus. Foram
conduzidos ensaios de toxicidade agudo e cronico seguindo padrées adotados pelos
pesquisadores. Como resultado eles encontraram que a espécie E. vannus consegue sobreviver
e reproduzir livremente a concentracdes de aménia de até 100mg/L sendo a concentracdo
letal (LCso) de 7870,46 mg/L, com relagdo ao ensaio crénico determinou-se que a amodnia
influenciou em mudancas morfoldgicas na espécie estudada sendo a principal mudanca a
niveis intracelulares. Os autores ainda notaram que os resultados indicaram que essa espécie
de ciliado foi consideravelmente mais resistente para amonia que uma espécie de larva de
ostra, indicando que os protozodrios possuem uma grande importancia em ambientes
aquaticos téxicos uma vez que atuam na cadeia tréfica por mais tempo.

Na avaliagao feita por MIRANDA et al., 2013, foram analisadas a toxicidade de dezessete
metais sob a forma de ions de cloreto e o nitrato de prata utilizando o protozoario ciliado da
espécie Paramecium caudatum. Os espécimes foram coletados em S3o Carlos — SP e cultivados
sob padrdes previamente estabelecidas. As concentragBes de testes utilizadas no ensaio foram
duas vezes maiores que as adotadas na resolugdgo CONAMA (Conselho Nacional de Meio
Ambiente) nimero 357 onde estipula a concentragdo maxima permitida de cada um dos
metais utilizados no ensaio para poder considerar uma determinada amostra de dgua potavel.
Pode-se verificar que a ordem decrescente de toxicidade dos metais em relacdo a tolerdncia
do protozoario é a seguinte Hg > Cu > Cd > As > Ba >Al > Ag>Co > Ni>Fe>Mn>Sn>Pb>Zn>
Cr > Sr > Mo > Li. Como resultado os autores concluiram que a espécie estudada possui alta
sensibilidade a todos os metais testados, sendo o protozoario um bom indicador dos efeitos
téxicos de metais na agua, uma vez que pode demonstrar o efeito real desses metas em outra
comunidades vivas do mesmo ambiente aquatico.

Em outro trabalho conduzido por MANSANO et al., 2015, foram estudados os efeitos toxicos
de dois famosos pesticidas — diuron e carforuran — utilizando a espécie de protozoario ciliado
Paramecium caudatum. Foram feitos testes toxicoldgicos agudos e crénicos utilizando a forma
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pura e comercial dos pesticidas sendo encontrado que as formas pura e comercial do diuron
possuiam toxicidade semelhante enquanto que a formulacdo comercial do carbofuran era
mais téxica que sua forma pura. Os resultados dos testes agudos indicaram que as formas
comercias e puras do carbofuran sdo menos téxicas que o diuron para o teste conduzido
(diuron possui LCsy de 62,4 mg/L para sua forma comercial e o carbofuran de 70,40 mg/L). Para
os testes cronicos determinou-se que ambos os pesticidas influenciam na reprodugao e na
formacdo das populagdes desses protozoarios indicando que esses quimicos apresentam um
risco bioldgico para os corpos aquaticos e os organismos que o habitam.

Na tese defendida por FONSECA, 2006, foi utilizada a espécie de protozoario ciliada

Tetrahymena pyriformis como bioindicador no estudo de respostas fisioldgicas e bioquimicas a
presenca de oito corantes utilizados na industria téxtil. Para isso, foram realizados diversos
ensaios toxicolégicos em pequena escala analisando o crescimento e morfometria dos
espécimes utilizando solugdes em diferentes concentracées (5, 25, 50 e 100 ppm) de 8
diferentes corantes anotando a resposta do espécime estudado quanto a respostas para as
diferentes concentracdes avaliadas. Pretendeu-se, portanto, estudar se os corantes sao toxicos
e a que concentracdo eles produzem tal efeito. Como resultado a autora verificou que ndo
houve sensibilidade tdxica por parte do protozoario estudado para os corantes e suas
concentracdes avaliadas, indicando que houve apenas algumas mudancas morfométricas —
como o aumento de tamanho — em alguns individuos. Uma sugestdao dada pela autora é o de
se realizar ensaios com uma mistura desses corantes, e ndo individualmente, simulando o que
acontece em um ambiente aquatico.

No trabalho de SEKKAT et al., 1991, foram conduzidos ensaios ecotoxicolégicos utilizando
cobre, cddmio e o fungicida ferbam com o protozoario Colpidium campylum como
bioindicador. O cobre é mundialmente conhecido como um tdxico largamente utilizado na
agricultura como fungicida; o cddmio é um residuo dos fertilizantes a base de fdsforo e o
ferbam é um tipo de fungicida comercial utilizado em diversas partes do mundo na agricultura
e presente em diversos corpos de dgua. Estudos anteriores indicaram que a mistura entre o
cobre e ferbam e o cobre e cddmio possuem efeitos sinergéticos. Portanto, nesse estudo foi
avaliada uma mistura dos trés compostos considerando a possivel sinergia entre eles e
também o fato de que nos ambientes aquaticos eles serem encontrados juntos. Os autores
concluiram que todos os compostos analisados — individualmente — possuem efeitos toxicos
sobre a espécie estudada para as doses testadas e também demonstraram que mesmo em
doses menores a mistura de cadmio-ferbam ja era tdxica para o protozodrio, confirmando a
sinergia entre esses dois compostos e a potencializacdo da toxicidade.

Outro exemplo de trabalho foi o de WANICK et al., 2008, onde foi determinada a toxicidade
aguda do cadmio Cd*? utilizando o protozodrio ciliado Paramecium bursaria por meio de um
ensaio ecotoxicolégico onde o espécime foi exposto a diferentes concentracées do metal por
um periodo de 24 hora caracterizando o ensaio de forma aguda. Os autores fizeram a
avaliacdo do efeito letal contando o nimero de organismos mortos sendo a determinacgdo do
CLs, utilizando métodos estatisticos. Ficou determinado o valor da concentragdo letal em 0,64
ppm sendo considerado um valor baixo quando comparado a outras espécies de ciliados,
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indicando o grande potencial do ciliado Paramecium bursaria para ensaios de toxicidade
aguda.

Finalizando as analises de estudos téxicos com os mais diversos compostos utilizando como
bioindicadores os protozodrios tem-se o trabalho de AMANCHI, 2011, onde foi avaliada a
toxicidade do inseticida monocrotophos utilizando o Paramecium caudatum. Foram estudados
parametros morfoldgicas do espécime como a viabilidade celular, estrutural e
comportamental, e testes nucleicos foram conduzidos utilizando diferentes concentracdes do
composto estudado. Determinou-se a concentracdo letal em 332,284 ppm com énfase na
resposta rdpida do P. caudatum ao composto uma vez que entre 20 a 30 minutos ja era
possivel ver células necrosadas com caracteristicas tipicas de escurecimento do citoplasma,
sangramento, vazamento de material interno e mudangas macro nuclear levando a ruptura
das células, sendo assim, concluiu-se que este inseticida possui a capacidade de necrosar
rapidamente os tecidos da espécie estudada, sugerindo a alta toxicidade dos inseticidas em
ambientes aquaticos.

3.3 — Ensaios ecotoxicoldgicos em protozodrios com fadrmacos e seus constituintes

Entre os diversos compostos organicos que podem influenciar negativamente nos
ecossistemas terrestres estdo os compostos farmacéuticos, que devido ao seu crescimento e
uso descontrolado, tem se tornado um novo problema ambiental. Devido as suas
caracteristicas quimicas e farmaco cinéticas (relacionados com a meia-vida, excrecdo urinaria
e/ou fecal e metabolismo do farmaco) a presenca desses compostos e seus metabdlicos foram
detectados em efluentes e estagbes de tratamento em todo o mundo - que é a maior forma de
descarga desses compostos no ambiente (FERRARI et al., 2003). E ainda, os métodos simples
de tratamento ndo sdo eficientes na remoc¢do de farmacos, sendo assim boa parte desse
produto volta para a rede de distribuicdo, mesmo que em pequena dose, portanto o estudo
dos efeitos téxicos de produtos farmacéuticos é de grande importancia.

No estudo realizado por BONNET, 2003, foram analisados 3 farmacos (Cyclosporin-A, Cisplatin
e doxorubicin) largamente utilizados no tratamento de cancer, especificamente na
guimioterapia, e seus efeitos toxicos sobre o protozoario ciliado Tetrahymena pyriformis.
Foram avaliados os efeitos desses compostos no crescimento da populagdo e nas mudangas
morfoldgicas do organismo estudado. Os resultados mostraram que os 3 compostos eram
téxicos para o Tetrahymena pyriformis com o LCsg em 42.03, 124.37 e 74.62 uM para
Cyclosporin-A, Cisplatin e doxorubicin respectivamente. Com relagdo aos efeitos morfoldgicos,
verificou-se que os farmacos causaram o aparecimento de vacuolos digestivo contendo esses
elementos, sendo mais presente em altas concentragcdes. Também foi observada a formacéo
de células deformadas pelas Cisplatin.

Em outro trabalho, os pesquisadores LONAPPAN et al., 2016, avaliaram os efeitos toxicoldgicos
do diclofenac (DCF) — que é uma droga anti-inflamatdria usada vastamente em todo o mundo.
Estudos anteriores mostraram que - especificamente nas ultimas décadas - este farmaco foi
detectado nos mais diversos ecossistemas. Devido a essa presenca global em ambientes
aquaticos os estudos da toxicidade desse farmaco em organismos aquaticos (incluindo os
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protozodrios) é de extrema importdncia. No trabalho os autores mencionam que
aproximadamente 50% do diclofenaco é retirado da agua através do tratamento comum de
esgoto, sendo que o restante ira para os corpos de dgua podendo interagir com outros
compostos potencializando a sua agdo téxica. Concluiu-se que em pequenas concentragées o
composto estudado ndo tem efeito toxico agudo sobre os organismos aqudticos, entretanto
estudos mostraram que o efeito crénico devido a exposicdo por um periodo prolongado causa
efeitos irreversiveis em diversos organismos.

No trabalho conduzido por KERMICHE et al., 2016, foram analisados dois farmacos ndo
esteroides anti-inflamatérios — Ibuprofen e Diclofenac — quanto aos efeitos toxicoldgicos sobre
a espécie de protozodrio Paramecium sp, pesquisando os efeitos destes compostos sobre a
taxa de crescimento celular e o metabolismo da respiracdo. Como resultado os autores
encontraram que em baixas concentracdes de Ibuprofen (entre 1 e 10 pg/L) ndo ocorreu
significativa mudancas no crescimento celular e no metabolismo da respiracdo. Passando esse
limiar foi percebida significativa inibicdo da ocorréncia desses dois parametros. Percebeu-se
também que a espécie estudada foi mais sensivel ao Diclofenac com ocorréncia de inibigdo do
crescimento celular e inibicdo da respiracdo para diferentes concentragées. Finalizando, os
autores sugerem uma avaliacdo do efeito do Ibuprofen em doses baixas uma vez que foi
percebido um padrdao de comportamento no crescimento celular que pode indicar um efeito
de resposta por parte da espécie em estudo.

No trabalho do pesquisador NILSSON, 1989, foi estudado a espécie Tetrahymena e seu
comportamento ecotoxicoldgico quando exposto a diversos tipos de metais (Cu, Zn, Ni, Cd, Hg,
Pb) e alguns tipos de farmacos (chloramphenicol, methotrexate, cisplatin, chloroquine). Foram
feitas algumas observagbes pelo autor quanto ao efeito desses compostos na alteragdo do PH,
que pode influenciar nos resultados. Como resultado observou-se que tanto os farmacos
guantos os metais foram responsaveis por altera¢des nas condicdes de crescimento da cultura.
Na revisdao feita por SAUVANT et al., 1999, foi feita uma revisdo literdria especificamente do
protozodrio Tetrahymena pyriformis — que é considerado pelo autor como a espécie mais
utilizada em estudos cientificos conduzidos em protozoarios - e sua interacdo ecotoxicolégica
com diversos farmacos. As substancias mais utilizadas sdo das classes dos antibidticos,
antimitoticos, anestésicos e substancias para tratamento de desordens neuroldgicas. A maioria
dos estudos avaliam o crescimento celular da espécie, sendo que esses compostos tém como
caracteristica — a certa concentracdo — efeitos inibitérios de crescimento e alteragbes
morfoldgicas. Além disso o autor cita estudos recentes — para a época — de que antibidticos
podem inibir a fagocitose do Tetrahymena pyriformis.

4 — CONCLUSAO

Este trabalho de revisdo teve como intuito mostrar a importancia do uso de diversas espécies
de protozodrios como bioindicadores para a realizagdo de ensaios ecotoxicolégicos ou
toxicoldgicos. A consideracdo desses organismos é feita principalmente devida as suas
caracteristicas previamente citadas — como o rapido crescimento e facilidade de cultivo — que

34



permitem uma performance alta se comprada a outras espécies testes como as algas, Daphnia,
peixes entre outros.

Também ¢é importante notar que o grande numero de trabalhos citados neste texto é
suficiente para enfatizar a grande capacidade dos protozoarios em funcionar como
bioindicadores para estudos da ecotoxicologia seja no campo ambiental ou farmacéutico,
analisando o comportamento deles quando exposto a substancia testada.

Sendo assim, exposta a relacdo dos protozoarios como bioindicadores, diversos estudos
defendem a importancia e a necessidade em se padronizar as condi¢des de teste para esses
organismos buscando torna-los uma referéncia de estudo.
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