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“Our fate is connected with the animals...”

Rachel Carson, 1962.
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RESUMO

A polui¢do das dguas vem sendo motivo de crescente preocupacgdo face as previsdes de
escassez deste recurso natural. Neste contexto, os testes de toxicidade tem sido tuteis
para nortear atividades regulatorias voltadas para controle da polui¢dao e prevencdo de
danos aos ecossistemas aquaticos. Os ensaios mais frequentemente empregados para
este fim envolvem um reduzido nimero de espécies e apenas exposi¢cdes de curta
duracdo. Aspectos mais sutis da toxicidade, como disfungdes reprodutivas evidenciadas
apds exposicoes prolongadas a baixas concentragdes dos poluentes, sdo em geral
negligenciados. Neste trabalho foram realizados dois estudos para avaliar os efeitos de
substancias quimicas sobre a reproducdo de caramujos do género Biomphalaria. No
primeiro estudo (Capitulo 1) investigou-se a embriotoxicidade de substancias
moluscicidas para a B. glabrata; e no segundo (Capitulo 2) avaliou-se os efeitos da
exposicdo continua por mais de uma geracdo a 3 poluentes, sobre a reproducdo da B.
tenagophila. No primeiro estudo, cerca de 200 ovos (com até 15 horas), foram
expostos a 4 moluscicidas por 96 horas e observados por mais 6 dias apds cessada a
exposi¢ao. Os resultados mostraram que o latex da Euphorbia milii ¢ praticamente
desprovido de efeito embrioletal, mas ¢ teratogénico e retarda a eclosdo mesmo em
baixas concentragdes. Os demais moluscicidas exibiram acentuado efeito embrioletal
(hidréxido de trifenil estanho > niclosamida > sulfato de cobre) mas mostraram-se
menos potentes do que o latex como teratdogenos. No segundo estudo, caramujos adultos
(10 por concentracdao), foram individualmente expostos a concentragcdes nao
agudamente letais de trés poluentes (endosulfan, nonilfenol etoxilado e atrazina) por
duas geragdes consecutivas. Avaliou-se a mortalidade e a fecundidade, por 8 semanas, e
o desenvolvimento embrionario da geragdo subsequente em duas situagdes: exposi¢ao
descontinuada e continua. Os resultados obtidos mostram que alguns efeitos s6 se
manifestam com a continuidade da exposi¢do por mais de uma gera¢do. O estudo
multigeracdo do desempenho reprodutivo de caramujos aquaticos, demonstrou ser

sensivel para detectar efeitos cronicos de baixas concentracdes de poluentes ambientais.

Palavras-chave: testes de toxicidade, ecotoxicologia, poluicdo, Biomphalaria,
moluscicidas.



ABSTRACT

Pollution of water bodies has been cause for deep concern owing to the limited
availability of this natural resource. Within this context toxicity tests have been useful to
guide regulatory decisions on pollution control as well as to prevent adverse effects of
environmental pollutants on aquatic ecosystems. Current assays in aquatic toxicology
involve a limited number of species and — as a rule — only short-term exposures. More
subtle aspects of toxicity, such as reproductive impairment after long-term exposures to
low concentrations of pollutants, have been to some extent neglected. This study was
undertaken to evaluate the effects of chemicals on the reproduction of Biomphalaria sp.
snails. In the first part (Chapter 1) was investigated the developmental toxicity of
molluscicides to B. glabrata, and in the second part (Chapter 2) was studied the effects
of a two-generation exposure to three environmental pollutants (endosulfan,
nonylphenol ethoxylate and atrazine) on the reproductive performance of B.
tenagophila. In the first study, B. glabrata eggs (0 to 15 hours after spawning) were
exposed for 96 hours to 4 molluscicides and the embryo development was followed for
additional 6 days in absence of exposure. Results showed that Euphorbia milii latex was
almost devoid of embryolethal effect, but it delayed hatching and was teratogenic at
relatively low concentrations. The remaining 3 molluscicides were clearly embryolethal
(triphenyltin hidroxide > niclosamide > copper sulfate) but were far less potent than
latex as teratogenic agents. In the second study, adult snails (10 per concentration), were
individually exposed to non acutely lethal concentrations of three environmental
pollutants (endosulfan, nonylphenol ethoxylate and atrazine) for two generations. At
each generation, mortality and fecundity were evaluated for eight consecutive weeks
and the following generation was evaluated bothe under continued exposure and in the
absence of exposure. Results showed that some adverse effects on reproduction were
observed only with continuous exposure lasting longer than one generation. The
multigeneration study design therefore seems to be a sensitive approach to evaluate

chronic effects of environmental pollutants on aquatic snails.

Key-words: toxicity tests, ecotoxicology, pollution, Biomphalaria, molluscicides.
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Grafico 11 — Desempenho reprodutivo (média do niimero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracao
parental (FO) de caramujos (B. tenagophila) expostos as diferentes
concentracoes de nonilfenol etoxilado.

Griafico 12 - Variacdo média no niamero de ovos por desova por individuo,
durante as 8 semanas consecutivas de exposicdo da geracdo parental (FO) as
diferentes concentragoes de nonilfenol etoxilado.

Griafico 13 - Desempenho reprodutivo (média do nimero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geragao F1
de caramujos (B. tenagophila) em que a exposicao ao nonilfenol etoxilado foi
descontinuada.

Griafico 14 - Desempenho reprodutivo (média do niimero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracao F1
de caramujos (B. tenagophila) em que a exposicdo ao nonilfenol etoxilado foi
descontinuada.

Grifico 15 - Variacdo média no nimero de ovos por desova por individuo,
durante as 8 semanas consecutivas, nos grupos de caramujos da geragcdo F1 que
tiveram a exposicao ao nonilfenol etoxilado descontinuada.

Grifico 16 - Médias do numero de ovos por desova em 8 semanas, entre 0s
caramujos da geracdo F1, em que a exposicdo ao nonilfenol etoxilado foi
descontinuada.

Grafico 17 - Desempenho reprodutivo (média do numero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geragao F1
de caramujos (B. tenagophila) que continuaram expostos ao nonilfenol
etoxilado.

Grafico 18 - Variagdo média no numero de ovos por desova por individuo,
durante as 8 semanas consecutivas, nos grupos de caramujos da geragdo F1 que
continuaram expostos ao nonilfenol etoxilado.

Grafico 19 — Desempenho reprodutivo (média do numero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geragdo
parental (FO) de caramujos (B. tenagophila) expostos as diferentes
concentragdes de atrazina.

Grafico 20 — Desempenho reprodutivo (média do numero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geragdo
parental (FO) de caramujos (B. tenagophila) expostos as diferentes
concentracoes de atrazina.

Grifico 21 — Variagdo média no nimero de ovos por desova por individuo,
durante as 8 semanas consecutivas de exposicdo da geragdo parental (FO) as
diferentes concentragdes de atrazina.
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Grifico 22 — Desempenho reprodutivo (média do numero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geragao F1
de caramujos (B. tenagophila) em que a exposicao a atrazina foi descontinuada.

Griafico 23 — Desempenho reprodutivo (média do nimero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geragao F1
de caramujos (B. tenagophila) em que a exposicao a atrazina foi descontinuada.

Griafico 24 — Variagdo média no numero de ovos por desova por individuo,
durante as 8 semanas consecutivas, nos grupos de caramujos da geragcdo F1 que
tiveram a exposicao a atrazina descontinuada.

Griafico 25 — Desempenho reprodutivo (média do numero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geragao F1
de caramujos (B. tenagophila) que continuaram expostos a atrazina.

Griafico 26 — Desempenho reprodutivo (média do nimero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geragao F1
de caramujos (B. tenagophila) que continuaram expostos a atrazina.

Griafico 27 — Variagdo média no numero de ovos por desova por individuo,
durante as 8 semanas consecutivas, nos grupos de caramujos da geragcdo F1 que
continuaram expostos a atrazina.

Griafico 28 — Desempenho reprodutivo (média do nimero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geragdo
parental (FO) de caramujos (B. tenagophila) expostos as diferentes
concentracoes de etanol.

Grafico 29 — Desempenho reprodutivo (média do nimero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geragdo
parental (FO) de caramujos (B. tenagophila) expostos as diferentes
concentragodes de etanol.

Grafico 30 — Variagdo média no numero de ovos por desova por individuo,
durante as 8 semanas consecutivas de exposicdo da geracdo parental (FO) as
diferentes concentragdes de etanol.

Grafico 31 — Letalidade do endosulfan para embrides da geracdo FI,
descendentes de individuos da geragdo FO expostos por 8 semanas ao
endosulfan.

Grafico 32 — Teratogenicidade do endosulfan para embrides da geracdo F1,
descendentes de individuos da geragdo FO expostos por 8 semanas ao
endosulfan.

Grafico 33 — Retardo da eclosdo causado pelo endosulfan aos embrides vivos
da geracdo FI1, descendentes de individuos da geracdo FO expostos por 8
semanas ao endosulfan.
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Griafico 34 — Letalidade do endosulfan para embrides da geracdo F2,
descendentes de individuos das geragdes F1 ndo exposta e exposta ao
endosulfan.

Griafico 35 — Teratogenicidade do endosulfan para embrides da geracdo F2,
desecendentes de individuos das geracdes F1 ndo exposta e exposta ao
endosulfan.

Grafico 36 — Retardo da eclosdo causado pelo endosulfan aos embrides vivos
da geracdo F2, descendentes de individuos das geracdes F1 ndo exposta e
exposta ao endosulfan.

Grafico 37 — Letalidade do nonilfenol etoxilado para embrides da geracao F1,
descendentes de individuos da geragdo FO expostos por 8 semanas ao nonilfenol
etoxilado.

Grafico 38 - Teratogenicidade do nonilfenol etoxilado para embrides da
geracdo F1, descendentes de individuos da geracdo FO expostos por 8 semanas
ao nonilfenol etoxilado.

Grafico 39 — Retardo da eclosdo causado pelo nonilfenol etoxilado aos
embrides vivos da geracdo F1, descendentes de individuos da geragdo FO
expostos por 8 semanas ao nonilfenol etoxilado.

Grafico 40 — Letalidade do nonilfenol etoxilado para embrides da geracao F2,
descendentes de individuos das geracdes F1 ndo exposta e exposta ao
nonilfenol etoxilado.

Grafico 41 — Teratogenicidade do nonilfenol etoxilado para embrides da
geracdo F2, descendentes de individuos das geracdes F1 ndo exposta e exposta
ao nonilfenol etoxilado.

Grafico 42 - Retardo da eclosdo causado pelo nonilfenol etoxilado aos
embrides vivos da geragdo F2, descendentes de individuos das gera¢des F1 ndo
exposta e exposta ao nonilfenol etoxilado.

Grafico 43 — Letalidade da atrazina para embrides da geracao F1, descendentes
de individuos da geragdao FO expostos por 8 semanas a atrazina.

Grafico 44 — Teratogenicidade da atrazina para embrides da geracdo FI,
descendentes de individuos da geracao FO expostos por 8 semanas a atrazina.

Grafico 45 — Retardo da eclosdo causado pela atrazina aos embrides vivos da
geracdo F1, descendentes de individuos da geracao FO expostos por 8 semanas a
atrazina.

Grafico 46 — Retardo da eclosdo causado pela atrazina aos embrides vivos da
geracdo F1, descendentes de individuos da geracao FO expostos por 8 semanas a
atrazina.

102

103

103

104

104

105

106

106

107

107

108

108

109



Griafico 47 — Teratogenicidade da atrazina para embrides da geracao F2,
descendentes de individuos das gera¢des F1 ndo exposta e exposta a atrazina.

Grafico 48 — Retardo da eclosdo causado pela atrazina aos embrides vivos da
geracao F2, descendentes de individuos das geracdes F1 ndo exposta e exposta a
atrazina.

Gréfico 49 — Letalidade do etanol para embrides da geracdo F1, descendentes
de individuos da geragdo F0O expostos por 8 semanas ao etanol.

Griafico 50 — Teratogenicidade do etanol para embrides da geracao FI,
descendentes de individuos da geracdo FO expostos por 8 semanas ao etanol.

Grafico 51 — Retardo da eclosdo causado pelo etanol aos embrides vivos da
geracdo F1, descendentes de individuos da geragdo FO expostos por 8 semanas
ao etanol.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABNT — Associa¢ao Brasileira de Normas Técnicas.

CELNO - Concentragdo de Efeito Letal Nao Observado.

CENO - Concentragdo de Efeito Nao Observado (Sigla utilizada para expressar
resultados de testes ecotoxicologicos cronicos ou rapidos de reprodugdo e
desenvolvimento, com organismos aquaticos.

CETESB — Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de Sao
Paulo.

CLs) — Concentracdo Letal para 50% dos organismos expostos. Sigla utilizada para
expressar resultados de testes de toxicidade aguda com organismos aquaticos, ou
quando a exposi¢ao se da via ar respirado.

em’ — Centimetro quadrado.

CONAMA - Conselho Nacional de Meio Ambiente

CuSOy - Sulfato de cobre.

ECHC - “Environment Canada and Health Canada” — Agéncia canadense responsavel
por meio ambiente e saude.

ELS — “Early Life Stages” — Termo utilizado para designar testes utilizando organismos
em estagios iniciais de vida.

ENSP — Escola Nacional de Saude Publica.

F0 — Geragao Paterna

F1 - 1° Geragdo

F2 - 2° Geragdo

FIOCRUZ - Fundagao Oswaldo Cruz.

FUNASA - Fundagao Nacional de Saude.

g — Gramas.

IBAMA — Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéaveis.
LAT — Latex da Euphorbia milii.

Mg/l — Microgramas por litro. Termo utilizado para expressar a concentragdo de um
soluto por litro de um solvente.

mg — Miligramas.

mg/L. — Miligramas por litro. Termo utilizado para expressar a concentracdo de um
soluto por litro de um solvente.

mL — Mililitros.

mm — Milimetro.



NaCl — Cloreto de sodio.

NCL — Niclosamida.

N° - Numero

NOAEL - “No Observed Adverse Effect Level” — Sigla utilizada para expressar
resultados de testes toxicoldgicos cronicos com mamiferos.

NP — Abreviatura do inglés “NonylPhenol”.

TPTH - “Triphenyltin Hidroxide” — Hidroxido de trifenil estanho.

UnB — Universidade de Brasilia.

USEPA - “United States Enviromental Protection Agency” — Agéncia de protegdo
ambiental dos Estados Unidos.

USNLM - “United States National Library of Medicine” — Biblioteca nacional de
medicina dos Estados Unidos.

var. — Variedade. Termo equivalente a subespécie dos animais, utilizado para plantas.

WHO - “World Health Organization” — Organizagao Mundial de Saude.



I-INTRODUCAO

A contaminacdo ambiental proveniente de atividades humanas tais como a
utilizacdo de agrotoxicos e o descarte de residuos industriais e domésticos, tem sido
motivo de preocupacdo por parte dos 6rgaos reguladores, da comunidade cientifica e da
populagdo.

De um modo geral, grande parte dos residuos produzidos, sejam eles langados na
atmosfera ou no solo, acabam tendo como destino final, via chuva e escoamento
superficial, os corpos hidricos, ocasionando modificagdes nas caracteristicas quimicas e
biologicas e prejudicando assim, tanto a manutencdo da vida aquética quanto o
fornecimento de agua de boa qualidade.

Os ambientes aquaticos s3o altamente complexos, possuindo diferentes
componentes bidticos e abiodticos e incluindo ecossistemas muito diversificados tais como
rios, lagos, lagoas, estuarios, costas rochosas e d4guas ocednicas, o que os configura muitas
vezes como ambientes unicos, dificultando ainda mais o processo decisorio por parte das
autoridades reguladoras.

Nesse contexto, além das determinacdes quimicas e analises de parametros fisico-
quimicos, os testes de toxicidade com organismos aquaticos foram elaborados para
fornecer dados qualitativos e quantitativos sobre os efeitos adversos de substancias
quimicas sobre organismos aquaticos, € vem se mostrando muito Uteis para orientar
decisdes de pesquisadores, industrias e agéncias ambientais, voltadas para evitar ou

minimizar os impactos da polui¢do hidrica.
1- ESTUDO DA ECOTOXICIDADE DE SUBSTANCIAS QUIMICAS

Segundo Parrish (1995), testes de toxicidade aguda com organismos aquaticos tém
sido amplamente utilizados para determinar os efeitos de substincias potencialmente
toxicas (ex. agrotoxicos, metais, efluentes industriais) desde a 2* Guerra Mundial.

Os testes toxicologicos preditivos cujo foco de interesse ndo ¢ diretamente a saude
do homem, mas os agravos a "saude" de ecossistemas, sdo também denominados de testes
ecotoxicologicos ou de ecotoxicidade. O termo ecotoxicologia foi cunhado por René
Truhaut em 1969, para designar o ramo da toxicologia voltado especificamente para o
estudo dos efeitos de substidncias quimicas sobre ecossistemas, ¢ objetivando o
estabelecimento de medidas para proteger os varios componentes dos ecossistemas dos

efeitos adversos de poluentes ambientais (Truhaut, 1977).
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Embora o termo ecotoxicologia seja relativamente recente, os efeitos adversos das

substancias quimicas sobre organismos aquaticos vem sendo estudados hd muito tempo

pela toxicologia aquética, uma ciéncia formada nas bases da toxicologia de mamiferos.

Os testes de toxicidade aquatica, de um modo geral, consistem na exposi¢do de

determinados organismos a uma série de concentragdes de uma ou mais substancias,

durante um periodo limitado de tempo, conforme demonstrado na Figura 1.

Figura 1 — Esquema basico de um teste de ecotoxicidade aquatica.

Concentragao Letal ou Efetiva
a 50% dos Organismos Testados

% DE SOLUCAO TOXICA
100 62 56 37 22 0
- e gy -
e e e —
i - = > /‘: .
100 70 60 40 0 0
% DO EFEITO OBSERVADO

Fonte: Gherardi-Goldstein et al, 1992.
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2-CRITERIOS PARA AVALIACAO DE EFEITOS EM ECOTOXICOLOGIA
AQUATICA

2.1 - TOXICIDADE AGUDA

Os testes de toxicidade aguda sdo assim caracterizados pela curta duragdo da
exposicdo (usualmente 2 a 4 dias), e por terem delineamentos experimentais menos
elaborados, nos quais a letalidade e a imobilizagcdo de organismos jovens sdo o0s
indicadores de efeito mais comumente avaliados. Segundo Maltby & Calow (1989), cerca
de 80% dos estudos de ecotoxicidade realizados até 1987, envolviam apenas uma espécie
e tinham a letalidade, como Unico critério de efeito toxico avaliado.

Com o desenvolvimento da ecotoxicologia, ¢ hoje quase consensual entre os
ecotoxicologistas que os testes para determinar efeitos agudos, isoladamente, sdo
insuficientes para antecipar danos aos ecossistemas causados por substidncias ou misturas
de substancias (ex. efluentes), mas mesmo assim esses testes continuam sendo ferramentas
de grande valia na identificagdo da periculosidade dessas substancias.

Pelo fato dos testes de ecotoxicidade padronizados e rotineiramente utilizados
envolverem, via de regra, apenas exposi¢cdes agudas ou sub-cronicas, além da observacao
de efeitos drasticos como a morte, estes sdo inadequados para detectar danos mais sutis
como, por exemplo, disfungdes reprodutivas produzidas por exposi¢cdes prolongadas a
concentragdes mais baixas de substancias quimicas presentes no ambiente (Kavlock &

Ankley, 1996).

2.2 - TOXICIDADE CRONICA

Os testes de toxicidade cronica foram elaborados para evidenciar efeitos adversos
resultantes de exposi¢cdes prolongadas dos organismos a concentragdes nio letais das

substancias quimicas. Esses testes podem ser esquematicamente divididos em trés grupos:

- Teste de Toxicidade Cronica com Ciclo de Vida Completo;
- Teste de Toxicidade Cronica com Ciclo de Vida Parcial e;

- Teste de Toxicidade para Estagios Iniciais de Vida (ELS — “Early Life Stages”)

Para a realizacdo de um teste de toxicidade cronica com ciclo de vida completo, o
organismo deve permanecer exposto durante um ciclo de vida reprodutivo completo, ou

seja, de ovo a ovo, a pelo menos cinco concentragdes da substancia teste (Rand et al.,
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1995). Nesse tipo de teste ¢ avaliado o efeito da substancia quimica sobre a sobrevivéncia,
o crescimento e a reproducao da espécie.

Segundo Cooney (1995), o primeiro teste de toxicidade aquatica, voltado para
avaliar os efeitos de exposi¢cdes ao longo do ciclo de vida de um organismo, foi
desenvolvido por Mount e Stephan, em 1967, utilizando peixes da espécie Pimephales
promelas. O tempo de duragao desse teste € cerca de 9 meses, sendo o seu custo estimado
em aproximadamente 100 mil doélares. Além disso, para a garantia de sucesso na
realizacdo desses testes € necessdria uma estrita padronizagdo metodoldgica, além de
condi¢des experimentais rigorosamente controladas durante todo o periodo do
experimento.

Posteriormente, foram desenvolvidos testes cronicos de ciclo de vida com alguns
invertebrados, entre os quais o microcrustaceo Daphnia magna (Biesinger & Christensen,
1972), que por exibir ciclo de vida relativamente curto, tem menor duragdo (21 a 24 dias),
facilitando assim a avaliagdo de um maior nimero de substancias.

Durante a realizacdo dos testes de ciclo de vida completo com algumas
substancias, percebeu-se que alguns estagios de desenvolvimento eram consistentemente
mais suscetiveis do que outros. Desse modo, a possibilidade de concentrar esfor¢cos em
pesquisas sobre os estagios mais suscetiveis prometia sucesso na busca por testes mais
rapidos e de menor custo para predizer a toxicidade cronica de substancias quimicas.
Assim surgiram os testes cronicos com ciclo de vida parcial, que incluiam apenas os
estagios do desenvolvimento particularmente suscetiveis aos efeitos da exposi¢do. Em
geral, os testes com ciclo de vida parcial sdo conduzidos com espécies de peixe que
requerem mais de um ano para atingir a maturidade sexual. A exposi¢ao tem inicio com
individuos juvenis imaturos, no minimo dois meses antes do desenvolvimento gonadal,
continua durante a maturagdo e reproducdo, e s6 termina cerca de 30 a 60 dias (no caso de
salmonideos) apos a eclosdo da proxima geragdo. Os testes envolvendo estagios iniciais de
vida tem inicio com a exposi¢do do ovo fertilizado, continuam durante o desenvolvimento
embriondrio, larval e juvenil, sendo observados principalmente os efeitos sobre a
sobrevivéncia e o crescimento (McKim, 1995).

A Figura 2 mostra as diferengas relacionadas ao tempo de duragdo e aos estagios
de desenvolvimento do organismo, entre os trés tipos de testes cronicos padronizados para

peixes.
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Figura 2 — Cronologia para execucio de testes cronicos utilizando a Truta Marron
(Salvelinus fontinalis). (A) Teste com ciclo de vida completo; (B) Teste com ciclo de
vida parcial e; (C) Teste com estagios iniciais de vida.
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Fonte: McKim, 1995.
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2.3 - TESTES RAPIDOS DE EFEITOS SOBRE REPRODUCAO E DESENVOLVIMENTO

Como visto no topico anterior, a duragdo da exposi¢do e, em muitos casos, outras
limitacdes inerentes ao sistema de exposicdo e o alto custo do ensaio, restringem a
utilizagdo dos testes cronicos, principalmente, quando o objetivo ¢ o monitoramento da
toxicidade de efluentes. Nesse caso, testes cronicos prolongados, envolvendo a exposi¢ao
por todo o ciclo de vida de um organismo, ndo sdo praticos para avaliagdes toxicologicas
de rotina. Muitos testes utilizando os Estagios Iniciais de Vida, mesmo sendo bem mais
rapidos do que os testes com ciclo de vida parcial, ainda sdo considerados demorados
demais para algumas finalidades. Por esta razdo, a Agéncia de Protecio Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA), que necessitava de respostas rapidas para as agdes regulatorias,
formou comissdes que desenvolveram 4 testes de curta duragdo, utilizando estagios
iniciais de vida, para estimar os efeitos cronicos de efluentes sobre organismos aquaticos.
Esse conjunto de testes foi bem aceito pela comunidade cientifica internacional, e hoje ¢

referéncia em termos de avaliacdo de toxicidade aquatica. Esses testes sdo:

- Teste Semi-Estatico de 7 dias, para avaliar a sobrevivéncia e o crescimento de
larvas do peixe Pimephales promelas;

- Teste Semi-Estatico de 7 dias, para avaliar a sobrevivéncia e a teratogenicidade
na fase embrio-larval do peixe Pimephales promelas;

- Teste Semi-Estatico de 7 dias, para avaliar a sobrevivéncia e a reprodugdo do
crustaceo Ceriodaphnia dubia;

- Teste Estatico de 4 dias, para avaliar a inibi¢do do crescimento da microalga

verde Selenastrum capricornutum.

2.4 - A IMPORTANCIA DOS ESTUDOS MULTIGERACAO

Conforme detalhado na Figura 2 e nos topicos acima descritos, percebe-se que
nenhum dos métodos citados contempla a avaliagdo dos efeitos reprodutivos em mais de
uma geracdo. O método de avaliagdo cronica mais longo (teste com ciclo de vida
completo), avalia somente os efeitos reprodutivos na geragdo parental, através da
observagdo quantitativa do nimero de ovos e do processo de eclosdo.

Diferentemente, os estudos multigeracdo de efeitos sobre a reproducdo de
mamiferos, normalmente ratos ¢ camundongos, tém sido exigidos para o registro de

aditivos alimentares e agrotoxicos no Brasil e em varios paises. Esse tipo de estudo ¢
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solicitado para substancias as quais espera-se que o individuo venha a se expor a baixas
doses continuamente, ao longo de toda ou grande parte de sua vida. Nesses estudos de
exposicdo continuada por mais de uma geracdo sdo avaliados efeitos sobre a fertilidade,
gestacdo, parto, lactacdo, desenvolvimento e a reproducdo dos filhotes das geragdes F1 e
F2.

A exposicdo continua por varias geracdes ¢ particularmente interessante para
detectar eventuais efeitos cumulativos e tem sido considerada como de alta sensibilidade
para evidenciar efeitos adversos sutis, além de permitir a fixacdo de indicadores como o
“NOAEL”. A desvantagem desse delincamento envolvendo a exposi¢do continua
transgeracao ¢ a dificuldade, uma vez detectado o efeito, de identificar a fase ou etapa do
processo reprodutivo afetado pela substancia.

Os estudos multigeracdo podem ser interessantes, por exemplo, para investigar o
impacto de exposi¢des prolongadas a baixas doses de substancias com atividade hormonal,
conhecidas como “desreguladoras endocrinas”, que hoje sao foco de um grande nimero de
pesquisas em todo o mundo.

A constatacdo desse tipo de efeito (enddcrino) destaca ainda mais a importancia
dos estudos multigeragdo, pois essas substincias, de um modo geral, sdo ativas em
concentragdes muito baixas e a exposicdo a elas ¢ prolongada. Os efeitos de
desreguladores enddcrinos muitas vezes sO sao perceptiveis nas geragdes seguintes, como
no classico exemplo do dietilestilbestrol em que a exposicdo de maes durante a gravidez
levou ao aparecimento, décadas mais tarde, de adenocarcinoma de vagina nas suas filhas
(Colborn et al., 1997).

Nesse contexto, € com relagdo aos ambientes aquaticos, tem se dado muita atengdo
aos efeitos reprodutivos em populacdes ou espécies de peixes (Harries et al., 1997;
Arcand-Hoy & Benson, 1998; Kime & Nash, 1999), mas poucas tem sido as propostas de
estudos multigeracao (Patyna et al., 1999; Schwaiger et al., 2002).

Os efeitos sobre a reprodugdo de invertebrados, que representam um elo de grande
importincia nas cadeias alimentares aquaticas, tém sido muito menos estudados, embora,
em geral, sejam organismos de mais facil manutencdo e manipulacdo em laboratorio
(Lagadic & Caquet, 1998). As propostas de ensaio multigeragdo com invertebrados sio
ainda mais limitadas, destacando-se entre estas os estudos com o microcrustaceo Daphnia
galeata (Tanaka & Nakanishi, 2002) e com o caramujo Lymnaea stagnalis (Czech et al.,

2001).
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3 - ESTUDOS PARA AVALIACAO DE EFEITOS SOBRE A REPRODUCAO E O
DESENVOLVIMENTO DE MOLUSCOS

Assim como ocorre com outros invertebrados, os estudos envolvendo efeitos de
substancias quimicas sobre a reprodu¢do e o desenvolvimento de moluscos também sao
escassos, principalmente aqueles em que a exposicao continua por mais de uma geragao.
Nesse aspecto, os moluscos da classe gastropoda tem sido mais contemplados, porque
nesse grupo estdo presentes organismos aquaticos e terrestres e também porque no
contexto dos desreguladores endocrinos, os gastropodas tem se mostrado altamente
susceptiveis ao tributilestanho, utilizado na pintura de cascos de navios (Matthiessen &
Gibbs, 1998). Digno de nota também ¢ o fato de alguns gastrépodes aquaticos (caramujos)
serem vetores ou hospedeiros intermediarios de parasitas que causam doengas importantes
no cendrio internacional (ex. esquistossomose). Nesta area destacam-se as pesquisas sobre
os efeitos de infecgcoes por parasitas e de substincias moluscicidas no desempenho
reprodutivo de gastropodes vetores (Abdel-Hafez et al., 1997; Zakikhani & Rau, 1998;
Dreyfuss et al., 1999; el-Ansary et al., 2001).

Os efeitos de substancias quimicas presentes no ambiente sobre a reproducdo e o
desenvolvimento de caramujos tem sido menos investigados. Dentre os raros trabalhos
que se preocupam com esse tipo de observacdo, além de propor a utilizagdo da
Biomphalaria glabrata como organismo-teste ou bioindicador, destacam-se as publica¢des
de Ravera (1977) e Miinzinger (1987).

Apds a descoberta dos efeitos provocados pelas substincias desreguladoras do
sistema endocrino, o interesse nesse tipo de estudo parece ter aumentado. Nessa area,
destacam-se os trabalhos de Tate et al. (1997), Gomot (1998), Oehlmann et al. (2000),
Schulte-Oehlmann et al. (2000), Czech et al. (2001) e Tillmann et al. (2001), sendo que
desses, apenas o de Tate et al. (1997) com o gastrépodo Pseudosuccinea columella, o de
Oehlmann et. al. (2000), com o gastropodo do género Marisa sp. € o de Czech et al.
(2001), com o gastrépodo do género Lymnaea, investigaram os efeitos resultantes da

exposi¢ao continua por mais de uma geragao.

4 - EXIGENCIAS REGULATORIAS

A execucdo de testes com organismos aquaticos para avaliar a toxicidade de
efluentes, ja ¢ exigida em varios estados do Brasil. A partir de 1995 a Companhia de

Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de Sdo Paulo — CETESB, propds um
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aperfeicoamento no Indice de Avaliagio da Qualidade de Aguas (IQA) utilizado no
estado, incluindo a realizagdo de testes de toxicidade com organismos aquaticos, com o
objetivo de proteger as comunidades aquaticas (Zagatto et al., 1999). Essa inclusdo esta
sendo hoje proposta também ao Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), por
ocasido da revisao da resolugdo CONAMA N°20 (Brasil, 1986), que trata da classificacao
dos corpos hidricos nacionais em fun¢ao da qualidade de suas dguas.

De um modo geral, as exigéncias para o registro de substincias quimicas,
relacionadas a execucdo de testes de ecotoxicidade, ndo contemplam a realizacdo de
ensaios multigeragdo. Para a avaliar os efeitos cronicos de substancias quimicas sobre
organismos aquaticos, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos exige apenas
os estudos de ciclo de vida completo com peixes e com microcrusticeos. No Brasil, a
Portaria N° 84, de 15 de outubro de 1996 (Brasil, 1996), estabelece os procedimentos a
serem adotados junto ao Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) para registro e avaliagdo da periculosidade ambiental de
agrotoxicos e afins, e prevé como Unico teste de efeitos sobre a reproducdo de organismos
aquaticos, o teste rapido de reprodug¢do e desenvolvimento com o microcrusticeo

Ceriodaphnia dubia.

5 - CARACTERIZACAO DO ORGANISMO-TESTE

O organismo-teste escolhido para o presente estudo ¢ o molusco da classe
gastropoda, das espécies Biomphalaria glabrata Say, 1818 ¢ Biomphalaria tenagophila
Orbigny, 1835.

Os caramujos do género Biomphalaria sao amplamente estudados no Brasil,
porque trés das suas espécies sdo hospedeiras intermediarias do Schistosoma mansoni,
trematodeo causador da esquistossomose mansonica. Segundo Lima (1995) existem 10
espécies e uma subespécie de Biomphalaria identificadas no Brasil: B. glabrata Say,
1818; B. tenagophila Orbigny, 1835; B. straminea Dunker, 1848, B. peregrina Orbigny,
1835; B. amazonica Paraense, 1966; B. intermedia Paraense & Deslandes, 1962; B.
occidentalis Paraense, 1981; B. schrammi Crosse, 1864; B. oligoza Paraense, 1975; B.
kuhniana Clessim, 1883; B. tenagophila guaibensis Paraense, 1984. Entre estas espécies,
as mais estudadas no Brasil sdo: Biomphalaria tenagophila, Biomphalaria glabrata e
Biomphalaria straminea, pois até a presente data, ndo foram encontrados caramujos das
outras 7 espécies e 1 subespécie com infec¢do natural por S. mansoni (Souza & Lima,

1990).
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Nos caramujos do género Biomphalaria, como em todos os moluscos pulmonados
aquaticos tipicos, predomina a respiracao atmosférica, adquirida pela adaptacdo dos
moluscos branquiados aqudticos ao ambiente terrestre, com perda de branquias e
desenvolvimento de uma cavidade pulmonar. Admite-se que alguns representantes dos
novos grupos terrestres regressaram ao ambiente aquatico, mantendo a respiracao
pulmonar (Paraense, 1955).

Esses caramujos pertencem a familia Planorbidae, e podem ser encontrados em
uma grande variedade de colecdes de dgua doce, paradas ou pouco correntes, tais como
lagos, lagoas, pogos, cisternas, pantanos, banhados, remansos de rios, riachos, canais de
irrigacao e de drenagem, plantagdes de agrido e de arroz, e qualquer area natural ou
artificialmente alagada. Eles vivem de preferéncia em 4guas rasas, tendo como substrato o
leito lodoso ou rochoso e a vegetacdo enraizada ou flutuante mais proxima das margens
(Paraense, 1972).

O regime alimentar depende do substrato. O planorbideo raspa com a radula e
ingere materiais de varios tipos, entre os quais o limo que se forma nas superficies
submersas e que contém algas, bactérias e outros microrganismos; o lodo rico em matéria
organica ¢ sais minerais; folhas e outros 6rgdos de plantas aquaticas; fragmentos de
organismos animais e vegetais em decomposi¢cdo; e excrementos de outros animais. Na
maioria dos habitats favordveis a colonizagdo por esses organismos observa-se alguns
tracos comuns, como a riqueza de microflora e matéria organica, a pouca turbidez, a boa
insolagdo, o pH entre 6 e 8, o baixo teor de NaCl e a temperatura média entre 20 e 25°C
(Paraense, 1972).

Como todos os planorbideos, a Biomphalaria ¢ capaz de se reproduzir por
autofecundagdo através de muitas geragdes. A ovoposi¢do geralmente ¢ noturna, sendo a
massa de ovos ou desova colocada sobre o lado inferior de folhas flutuantes, ou qualquer
suporte solido submerso, como plantas, rochas, conchas de outros moluscos, madeira, etc.
A massa de ovos enrijece lentamente em contato com a dgua, apresentando em menos de
meia hora o aspecto de um disco transparente, firme e flexivel (Paraense, 1972). A divisdo
do ovo comeca cerca de duas horas apos a postura (Kawano et al., 1992), com a eclosdo
ocorrendo entre sete e dez dias (Oliveira-Filho et al., 1999a).

As caracteristicas que permitem reconhecer o género Biomphalaria (Figura 3) sao
as seguintes: Concha discoidal, hemolinfa vermelha, mandibula em T, olhos nas bases
internas dos tentaculos, dente central da radula bicuspide e sem denticulo acessorio,

glandulas salivares por fora do anel nervoso periesofagiano, complexo peniano sem 6rgao
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acessorios, pénis simples coincidindo sua ponta com a abertura do canal do esperma
(Paraense, 1972).

A Biomphalaria glabrata Say, 1818, tem uma concha com até¢ 40 mm de didmetro
e 11 mm de largura, seis a sete giros arredondados, crescendo lentamente em didmetro;
sendo o central mais a esquerda; lado direito mais escavado que o esquerdo; periferia
arredondada, tendendo para a direita (Figura 4). E o maior molusco da familia Planorbidae
e sua distribuicdo geografica se da por cerca de dezesseis estados do Brasil, além do
Distrito Federal.

A Biomphalaria tenagophila Orbigny, 1835, tem uma concha com até 35 mm de
diametro e 11 mm de largura, sete a oito giros, crescendo lentamente em didmetro; com
carena em ambos os lados, sendo mais acentuada a esquerda; giro central mais a esquerda;
lado esquerdo mais concavo que o direito; periferia arredondada, tendendo para a direita;
abertura deltéide nas conchas mais largas e cordiforme nas mais estreitas (Figura 5). Sua
distribuicao geografica ¢ ampla, ocorrendo em cerca de nove estados do Brasil, além do
Distrito Federal (Paraense, 1972).

Todo esse conhecimento sobre o organismo, além da facil manutencdo em

laboratoério justificam a utilizagdo da Biomphalaria no presente estudo.
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Figura 3 — Anatomia externa do género Biomphalaria, segundo Paraense (1972).

Legenda: Concha e massa cefalopodal, vistas pela direita (A) e pela esquerda (C).
Concha, vista de frente (B). ac: abertura da concha; ag: abertura genital masculina; bm:
borda do manto; ca: calo; co: colo; di: didmetro da concha; ga: giro apical ou interno
(primeiro giro); ge: giro corporal ou externo (Gltimo giro); le: largura da concha; 1d: lado
direito; le: lado esquerdo; mu: mufla; ol: olho; pb: pseudobranquia; pe: pé; pf: periferia;
pl: palpos labiais; pn: pneumdstoma; ps: peristoma; so: sola do pé; su: sutura; te:
tentaculo.
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Figura 4 — Conchas de Biomphalaria glabrata (Escala milimétrica).
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Fonte: Lima (1995).

Figura 5 — Conchas de Biomphalaria tenagophila (Escala milimétrica).
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IT - OBJETIVOS DO ESTUDO

O objetivo do presente trabalho ¢ a avaliacdo dos efeitos de substancias quimicas
sobre a reproducdo de moluscos de agua doce, utilizando caramujos do género
Biomphalaria e duas abordagens distintas: a investigacdo do potencial embriotoxico e o
estudo multigeragdo dos efeitos sobre a reprodug¢do. Como relatado anteriormente, a
escolha da Biomphalaria deveu-se ao fato de tratar-se de género amplamente estudado, de
grande distribuicdo no territdrio nacional e de facil manutencdo em laboratorio, dentre
outras caracteristicas positivas. Este trabalho foi dividido em dois grandes estudos
apresentados nos capitulos 1 e 2. No primeiro estudo (Capitulo 1) investigou-se a
embriotoxicidade de substancias moluscicidas, empregando um teste rapido (96 horas e 6
dias pds-exposicdo) de efeitos sobre o desenvolvimento embriondrio da B. glabrata. No
segundo estudo (Capitulo 2) avaliou-se os efeitos da exposi¢do continua a substancias
quimicas, por mais de uma geragdo, sobre o desempenho reprodutivo da B. tenagophila.
Os resultados desses estudos contribuirdo para a utilizagao futura de caramujos do género
Biomphalaria em ensaios para avaliagdo da toxicidade de substancias quimicas. Além
disso, os dados gerados contribuirdo também para avaliar se as espécies utilizadas,
organismos bentdnicos componentes de ambientes limnicos brasileiros, podem vir a ser
consideradas espécies sentinelas em determinadas situagdes. Espera-se que as informacgdes
geradas sobre as substancias estudadas possam subsidiar deliberacdes de Orgdos

reguladores nacionais (ex. IBAMA, ANVISA).
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III - CAPITULO 1

EFEITOS DE MOLUSCICIDAS
SOBRE O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO
DO CARAMUJO Biomphalaria glabrata
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1- INTRODUCAO

Moluscicidas sdo utilizados para combater caramujos € outros moluscos que se
alimentam de plantas, na agricultura, em hortas e jardins, mas sem divida alguma ¢ no
ambito da satde publica que o uso desses produtos se reveste de importincia
fundamental. Isto porque alguns parasitas de interesse médico, mais especificamente os
helmintos do género Schistosoma, tem moluscos gastropodes como hospedeiros
intermediarios. Sdo cinco as principais espécies do género Schistosoma consideradas de
importincia médica no cenario internacional: S. haematobium, S. mansoni, S.
Jjaponicum, S. intercalatum e S. mekongi (WHO, 1993). O tnico desses helmintos
encontrado no Brasil ¢ o S. mansoni, que tem trés espécies de caramujos do género
Biomphalaria como hospedeiros intermedidrios: B. glabrata, B. tenagophila e B.
straminea (Souza & Lima, 1990).

Uma das agdes recomendadas pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), para
o controle da esquistossomose, além da implementagdo de medidas de saneamento e do
tratamento dos doentes, ¢ o emprego de moluscicidas para reduzir as popula¢des do

caramujo hospedeiro intermediario, em locais onde a doenga ¢ endémica (WHO, 1993).

1.1 - USO DE MOLUSCICIDAS PARA CONTROLE DA ESQUISTOSSOMOSE

Ao longo dos anos, varias substdncias foram empregadas no controle das
populagdes de caramujos. Inicialmente, entre 1913 e 1915, foram utilizados para este
fim moluscicidas ndo especificos, tais como o cal, o cianeto de célcio e o sulfato de
cobre (Duncan, 1974). Posteriormente, entre os anos 1945 e 1955, houve um grande
esforco de pesquisas direcionadas para o desenvolvimento de moluscicidas mais
eficazes e especificos. Nesse periodo, compostos como pentaclorofenol e
pentaclorofenato de sodio também foram utilizados com essa finalidade. Ap6s uma
revisdo dos moluscicidas disponiveis, trés grupos se destacaram em termos de
eficiéncia, entre eles: compostos do grupo nicotinanilida, os compostos organo-
estanhosos e o B-2 (2,5-dicloro-4-bromofenol de s6dio) (Webbe, 1987). Nos anos 60,
surgiu a niclosamida, moluscicida hoje amplamente usado e recomendado pela
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), para os programas de controle da
esquistossomose (WHO, 1993). No Brasil a niclosamida ¢ registrada para emprego em

campanhas de saude publica (Anvisa, 2003).
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Em virtude da toxicidade para espécies ndo alvo e também dos altos custos, para
paises em desenvolvimento, demandado pelas substancias quimicas sintéticas, tem
havido grande interesse em encontrar moluscicidas de planta que possam substitui-los
em campanhas de controle da esquistossomose.

Entre os critérios estabelecidos para um moluscicida ideal, estd sua eficiéncia
ovicida, ou seja, sua capacidade de matar os embrides dos caramujos dentro dos ovos
(WHO, 1965; Duncan & Sturrock, 1987). Todavia, segundo Duncan & Sturrock (1987),
se as concentragdes letais para caramujos adultos ndo matarem os embrides
imediatamente, ainda assim € possivel que essas mesmas concentragdes, impegam a
eclosdo dos ovos ou matem os embrides apds uma exposicdo mais prolongada. Essa
possibilidade, entretanto, ndo ¢ investigada durante a triagem de substincias com

atividade moluscicida.

1.2 - ESTUDOS DE TOXICIDADE DURANTE O DESENVOLVIMENTO

Segundo Bantle (1995) o desenvolvimento do embrido pode ser considerado
como um “elo fraco” no ciclo de vida de um organismo. Durante este periodo, processos
celulares e moleculares sdo realizados para gerar um organismo multicelular complexo.
Em geral, esses processos sdo sensiveis e facilmente perturbados por substincias
quimicas.

Nesse contexto, alguns ensaios foram elaborados para avaliar os efeitos de
xenobidticos sobre o desenvolvimento de organismos aquéticos, principalmente,
vertebrados (ex. ensaio embrio-larval de 7 dias com o peixe Pimephales promelas;
ensaio de teratogénese em 96 horas com embrides de ra — FETAX). Todavia poucas
contribui¢des nesse campo foram geradas utilizando-se invertebrados.

Desse modo, o principal objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos de
reconhecidos moluscicidas, testados em concentragoes ndo letais, sobre o
desenvolvimento embriondrio de caramujos da espécie Biomphalaria glabrata, apos

uma exposi¢cdo de 96 horas e posterior observagdo continua por mais 6 dias.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - DESCRICAO DOS MOLUSCICIDAS TESTADOS

2.1.1 - Sulfato de Cobre (CuSQy)

O sulfato de cobre ¢ um potente algicida altamente soluvel em agua, cerca de
143 g/L. Sua utilizagdo como fungicida na agricultura também ¢ comum em todo o
mundo (WHO, 1998).

Foi um dos primeiros produtos utilizados para o controle de moluscos. No
entanto, estudos anteriores mostram a pouca seletividade do sulfato de cobre como
moluscicida, exibindo agdo letal para microcrustaceos e peixes, além de inibir o
crescimento de microalgas, em concentragdes inferiores as letais para o caramujo alvo
B. glabrata (Oliveira-Filho et al., 2004).

O produto utilizado no presente estudo foi o sulfato de cobre anidro da marca
Merck, com 99% de pureza (Figura 1).

As concentracdes de CuSO, utilizados no teste definitivo foram determinadas

apos ensaios preliminares e variaram de 0,25 a 10 mg/L com intervalos de razao 2.

Figura 1 — Formula estrutural do sulfato de cobre anidro.

2.1.2 - Hidroxido de Trifenil Estanho (TPTH)

Os compostos organo-estanhosos tém sido utilizados como fungicidas, algicidas,
moluscicidas e como anti-incrustantes em tintas para cascos de navios e instalagdes.
Durante varios anos o 6xido de tributil estanho (TBTO) foi considerado um moluscicida
eficiente, mas a sua alta toxicidade para organismos nao alvo (WHO, 1999), a
imunotoxicidade e os recentes relatos de seus efeitos desreguladores do sistema
endocrino, vem desencorajando o uso desse composto no cendrio internacional

(Mathiessen & Gibbs, 1998). O TPTH, por outro lado, é um eficiente fungicida
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registrado no Brasil apenas com fins agricolas (Anvisa, 2003) (Figura 2). O TPTH
possui baixa solubilidade em solugdo aquosa, cerca de 1 mg/L (WHO, 1999). Por se
tratar de um potente moluscicida e ser muito utilizado em misturas com o tributil
estanho (TBT), nas tintas anti-incrustantes aplicadas em cascos de navios (WHO, 1999),
foi escolhido para ser testado no presente estudo.

O TPTH utilizado ¢ o produto técnico fornecido pela empresa Hoechst-Agrevo,
com pureza de 97,3%.

As concentragcdes do TPTH utilizadas no teste definitivo foram determinadas
apos ensaios preliminares e variaram de 0,0001 a 50,0 pg/L com intervalos de razdo

entre 5 e 10.

Figura 2 — Formula estrutural do hidroéxido de trifenil estanho.

2.1.3 - Niclosamida (NCL)

A niclosamida ¢ atualmente o Uinico moluscicida recomendado pela OMS para
uso em programas de controle da esquistossomose. Trata-se do sal de etanolamina 2, 5 —
dicloro — 4 — nitrosalicilanilida (Figura 3), um composto com boa solubilidade em agua,
cerca de 230 mg/L (WHO, 1993) e reconhecido efeito ovicida e cercaricida (Andrews et
al., 1983). O produto utilizado no presente estudo foi o Bayluscide® WP70 da empresa
Bayer AG, com 70 g/Kg de niclosamida.

As concentracdes de NCL utilizadas no teste definitivo foram determinadas apds
ensaios preliminares e variaram de 0,025 a 0,25 mg/L com intervalos de razdo entre 2 e

2,5.
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Figura 3 — Formula estrutural da niclosamida
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2.1.4 - Latex da Euphorbia milii (LAT)

Paralelamente ao desenvolvimento dos moluscicidas quimicamente definidos,
varias plantas foram investigadas quanto as suas propriedades moluscicidas. Entre as
pesquisas desenvolvidas, Vasconcellos & Schall (1986) relataram a atividade
moluscicida do latex bruto da Coroa-de-Cristo (Euphorbia splendens sinonimia
Euphorbia milii) (Foto 1). O latex se mostrou extremamente potente, tanto in natura
(Vasconcellos & Schall, 1986), quanto liofilizado (Oliveira-Filho & Paumgartten,
2000). A seletividade da atividade moluscicida do latex da E. milii foi avaliada por
Oliveira-Filho & Paumgartten (2000). Esses autores demonstraram que, dentre as
espécies de dgua doce testadas, os moluscos alvo da familia Planorbidae foram as mais
sensiveis ao efeito agudo do latéx. Além disso, um amplo estudo toxicologico
evidenciou a auséncia de efeitos mutagénicos (Zamith et al., 1996) e teratogénicos
(Souza et al., 1997), sendo recentemente relatado que o latex da E. milii ndo exibe
efeito promotor de tumor na pele de camundongos (Delgado et al., 2003). Todos esses
fatores sugerem que o latex pode vir a ser uma alternativa ao uso dos moluscicidas
sintéticos no controle da esquistossomose, embora persistam duvidas a respeito de
possiveis efeitos co-carcinogénicos e indutores do virus Epstein-Barr, tal como
salientado por Delgado et al. (2003).

Uma das caracteristicas relatadas que limita a utilizagdo do latex como
moluscicida, ¢ o seu fraco efeito ovicida, observado somente em concentragoes
extremamente altas. Segundo Schall et al. (1998) a CLyy em 24 horas, para embrides, ¢
igual a 1200 mg/L.

O latex utilizado no presente estudo foi obtido através de um corte transversal no

talo da planta, cerca de 10 cm abaixo do meristema apical. As gotas que brotaram da
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incisdo foram coletadas em recipientes de vidro contendo pequena quantidade de agua
(Foto 2). Apos a coleta, o vidro foi selado, envolto em folhas de aluminio, transportado
ao laboratorio e mantido em geladeira a 5°C. Posteriormente o latex foi liofilizado e o
liofilo mantido em geladeira, protegido da luz, em dessecador de vidro, até ser utilizado
nos ensaios. Os exemplares de E. milii utilizados para a extracdo do latex sdo
provenientes de canteiro exclusivo, mantido no campus da Fundagdao Oswaldo Cruz.

Alguns estudos sobre a composicdo quimica do latex revelaram a presenca de
varios triterpenos e flavonodides (Pancorbo & Hammer, 1972), lasiodiploidina (Lee et
al., 1982), euphorbina (Dias-Baruffi et al., 2000), assim como dois ésteres peptidicos, as
miliaminas H e I (Marston & Hecker, 1984) e ésteres diterpenos de ingenol, as
miliaminas A-G (Marston & Hecker, 1983), além da miliamina L, provavel responséavel
pelo efeito moluscicida (Zani et al., 1993).

As concentragdes de LAT utilizadas no teste definitivo foram determinadas apos
ensaios preliminares e variaram de 0,1 a 200,0 mg/L com intervalos de razao entre 2 e

2,5.

Foto 1 — Euphorbia milii

2.2 - PREPARO DAS SOLUCOES

Todos os moluscicidas testados foram diluidos na agua mole sintética (Tabela
1), com pH ajustado na faixa de 7,2 a 7,6 e dureza entre 40 e 48 mg/L em CaCQOs, tal
como padronizado pela ABNT para testes de toxicidade com organismos aquaticos

(ABNT, 1993).
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O sulfato de cobre e a niclosamida, por serem facilmente soluveis em agua,
foram diluidos diretamente na d4gua mole sintética, e as concentragdes utilizadas foram
preparadas através de diluigdes seriadas.

Para a diluicdo do TPTH na concentracio de 1 mg/L (solugdo mae), foi
adicionado 1 mL de etanol em 1 mg de TPTH e posteriormente 999 mL de dgua mole
sintética. Para garantir a dilui¢do completa das particulas em suspensdo, empregou-se
um aparelho de dispersdo ultrassonica por 20 minutos, e em seguida foram feitas as
dilui¢des usadas no teste.

No caso do latex liofilizado, também de dificil dilui¢do direta na agua, foi
utilizada apenas a técnica de dispersdo ultrassonica, procedimento este que foi suficiente

para a solubiliza¢do total. Em seguida foram preparadas as concentragdes testadas.

Tabela 1 — Composi¢cdo da agua mole sintética.

REAGENTE QUANTIDADE
Sulfato de Calcio (CaSO4.2H,0) 0,03 g
Cloreto de Potassio (KC 1) 0,0002 g
Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) 0,048 g
Sulfato de Magnésio (MgS04.7H,0) 0,061 g
Agua Destilada 1000 mL

Fonte: ABNT, 1993.
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Foto 2 — Retirada do latex para os experimentos.

2.3 - DESENVOLVIMENTO DO TESTE

As desovas de B. glabrata foram obtidas em pedacos de papel celofane,
dispostos na superficie de aquarios do Departamento de Malacologia do Instituto
Oswaldo Cruz e, em seguida, transportadas ao Laboratério de Toxicologia Ambiental da
ENSP/FIOCRUZ onde os testes foram realizados. Para cada concentragao testada foi
utilizado um nimero minimo de 100 ovos, com até 15 horas (ap6s a postura), estando
portanto no periodo de desenvolvimento méaximo correspondente ao estdgio blastula
(Camey & Verdonk, 1970).

As desovas foram distribuidas em placas de Petri contendo as diversas
concentragdes das substincias testadas e expostas a elas por 96 horas. Nesse periodo foi
observado se ocorriam mortes e a possivel presenca de malformagdes. Foram calculadas
as concentragdes letais 50% para os embrides (CL50) em 24 ¢ em 96 horas de
exposi¢ao. A partir de 96 horas de exposi¢dao as desovas foram transferidas para agua
mole sem moluscicidas, e observadas até o 10° dia apdés a postura, quando o
experimento foi encerrado.

Ao final dos 10 dias (periodo considerado mais do que suficiente para eclosio
dos ovos nao expostos) foram avaliadas a embrioletalidade, por meio do calculo da
CL50 em 6 dias pos-exposicdo; a ocorréncia de malformagdes embrionarias
(teratogenicidade), por meio do calculo da concentracdo efetiva para 50% (CE50) para
malformagdes em 6 dias pds-exposi¢cdo; e a propor¢ao de ovos que eclodiram (retardo

de desenvolvimento), por meio do célculo da CI50, concentragdo inibitéria para a
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eclosdo de 50% dos ovos. Todos esses calculos foram realizados por meio do método
dos probitos (Probit), disponivel em programa para computador na versao 1.5. Foi
determinada também a Concentragdo Maxima em que Nao foi Observado Efeito
(CENO). Os grupos expostos foram comparados ao controle ndo exposto por meio do
teste de Dunnett.

Os programas estatisticos utilizados para os calculos sao da Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos e estdo disponiveis no endereco eletronico

http://www.epa.gov/neerlerd/stat2.htm.

Para o registro dos dados nesse estudo foram utilizadas as seguintes defini¢des:

* Organismos mortos — Aqueles em que o embrido se mostrou disforme e ndo

desenvolvido, nas primeiras horas ap6s a postura, ou aqueles sem movimento

corporal e cardiaco, apos estadgio de desenvolvimento mais avancado;

* Organismos vives — Aqueles embrides ou caramujos jovens que apresentavam

movimentos;

* Organismos malformados — Aqueles embrides ou caramujos jovens vivos, que

apresentavam morfologia corporal anomala;

* Organismos_eclodidos — Aqueles caramujos que sairam do ovo com sucesso,

mesmo que tenham morrido logo em seguida, ou estivessem malformados.

* Organismos nao eclodidos — Aqueles embrides vivos, que ainda estavam dentro do

ovo no final do experimento (10° dia).

As malformagdes embrionarias foram classificadas de acordo com o critério
descrito por Geilenkirchen (1966), com pequenas adaptacdes em: 1 — Inespecifica (MI)
— quando o embrido se encontrava com morfologia ndo definida; 2 — Hidrépica (H) —
quando o embrido se encontrava inchado e cheio de liquido; 3 — De concha (MCO) —
quando a concha estava visivelmente malformada; e 4 — Cefalica (MC) - quando foram
observadas alteragdes na regido cefalica, principalmente com relacdo a formagdo dos

olhos.
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3 - RESULTADOS

A tabela 2 mostra, comparativamente, a toxicidade dos diferentes moluscicidas
testados. Nessa tabela estdo os valores quantitativos (CLsg, Clso, € CEsg) dos efeitos dos
moluscicidas para os trés critérios de avaliacdo de efeito toxico (embrioletalidade,
retardo de eclosdo e teratogenicidade) registrados no presente estudo.

Conforme pode ser observado na tabela 2, a exposi¢@o as concentragdes de NCL
ndo ocasionaram malformagdes embriondrias, € as poucas observadas nos grupos
expostos ao CuSO4 ¢ ao TPTH nao diferiram do que foi registrado para o grupo
controle. Também ndo foi possivel realizar o calculo da Clsy para eclosao dessas trés
substancias, pois devido a significativa letalidade, houve um pequeno nimero de
caramujos vivos ndo eclodidos, e esse nimero nao foi significativamente diferente do
numero registrado para o grupo controle. Ressalta-se que, de acordo com as definigdes
descritas nos métodos, os efeitos foram avaliados separadamente, ou seja, para o calculo
de retardo na eclosdo, por exemplo, pelo fato de existirem embrides mortos que
consequentemente ndo eclodiram, esses ndo foram incluidos no célculo.

Desse modo, torna-se possivel determinar com maior precisdo o critério de
avaliagdo de efeito mais sensivel para cada moluscicida, que no caso da NCL, do CuSOg4
e do TPTH foi a embrioletalidade.

O latex da E. milii, foi o Unico moluscicida que afetou claramente de forma
concentragdo-dependente todos os critérios de efeito tdxico avaliados (Tabela 2). O
LAT foi praticamente desprovido de efeito embrioletal (ovicida) nas primeiras 24 horas,
mas apresentou expressivo efeito teratogénico, induzindo malformagdes nos embrides
em concentragdes relativamente baixas (Grafico 1). O grafico 1 mostra os varios tipos
de malformagdes observadas nos embrides expostos ao latex, a partir da concentragdo
de 1 mg/L, pois nas concentragdes menores a freqiiéncia de anomalias foi baixa, ndo
diferindo daquela do controle (ex. considerada sem efeito teratogénico), nao sendo por
isso representadas no grafico. Como pode ser observado no grafico 1, muitas vezes um
mesmo individuo exibiu mais de um tipo de malformacdo. A malforma¢do de concha
(MCO) foi a mais freqiiente, aparecendo isoladamente ou em conjunto com hidrépica
(H) ou com malformagao ceféalica (MC). A partir da concentracao de 10 mg/L de latex,
as malformagdes foram notadas em 100% dos individuos vivos e, nessa mesma
concentragdo, os quatro tipos aparecem em diferentes propor¢des. A malformacgdo
inespecifica (MI) teve um pequeno aumento de freqiiéncia com o aumento da

concentracdo de 1 mg/L até¢ 100 mg/L, a partir da qual desaparece. A malformacao de
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concha associada com a cefélica, exibiu progressivo aumento de frequéncia a partir da
concentracdo de 50 mg/L até a de 200 mg/L, quando em conjunto com a associagao
malformagdo de concha/hidropica afetam a totalidade dos individuos (Gréfico 1).
Dentre as malformagdes cefalicas observadas, prevaleceram os caramujos com
duplaoftalmia, de um lado ou dos dois lados da cabeca (Foto 3) e até alguns com

trioftalmia (Foto 4).

Tabela 2 — Efeito dos moluscicidas niclosamida (NCL), sulfato de cobre (CuSQy),
trifenil hidroxido de estanho (TPTH) e latex da E. milii (LAT) sobre o
desenvolvimento embrionario do caramujo Biomphalaria glabrata. Os valores
referem-se a concentracdes expressas em mg/L.

Efeitos Observados

Retardo da

Embrioletalidade Eclosio Teratogenicidade CENO-6d
Moluscicida CLy-6d CIS?-6d CEq-6d Pos: i
CLsy-24h  CLs-96h _, .~ - , . . Exposicao
Pos-Exposicio . . Pos-Exposicao
Exposicao
0,08 0,07 0,07 - # +
NCL 0,06-0,11 0,06-0,08 0,06-008 T 0,025
7,00% 3,67 2,19 - # +
CuSOs (41705 3,03-4,35 095330 T 0,50
0,007* 0,0008* 0,0003* - " ¥
TPTH (007300078 0,00058-0.0012  0,00027-0,00034 """ 0,0001
86,58 38,79 5,18 2,04 +
LAT =200 62,76-130,50 26,71-53,05 3,29-8,29 1,17-3,47 0,50

* Valores obtidos pelo método Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al., 1977), pois pelo método dos
probitos (Probit) ndo foi possivel realizar o célculo, devido a auséncia de efeito entre a maior
concentrag@o sem efeito ¢ a menor concentracéo letal.

+ CENO - Concentragdo Maxima em que Nao foi Observado Efeito, por exemplo, concentragdes
maximas que ndo diferiram do grupo controle, de acordo com o teste de Dunnett, para o critério de efeito
de maior susceptibilidade.

# Nao foi possivel realizar o calculo, pois a presenga de malformagdes foi pequena e o niimero observado
nas concentragdes testadas ndo diferiu do controle ao nivel de p<0,05 (Teste de Dunnett).

* Devido a alta toxicidade aguda da substincia houve acentuada mortalidade e poucos individuos nao
eclodidos vivos. Em virtude do reduzido nimero de embrides vivos ndo eclodidos foi inviavel o calculo
da ClIjs para retardo de eclosdo.
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Grafico 1 - Ocorréncia dos diferentes tipos de malformagdes embrionarias no
grupo exposto ao latex da E. milii.
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Conforme definido nos métodos, as malformacées foram
classificadas em: Inespecifica (MI), de Concha (MCO), Cefalica
(MC) e Hidropica (H).

De um modo geral, entre os embrides malformados, observados nas diferentes
concentragcdoes de LAT, varios eclodiram, principalmente aqueles com MCO. Nesses
casos a taxa de eclosdo foi drasticamente reduzida a partir da concentragdo de 25 mg/L,
quando a letalidade se torna mais freqliente. Os caramujos com anomalias de concha
(MCO) ndo sobrevivem por muito tempo apds a eclosdo. O aspecto desses individuos

pode ser visualizado na foto 5.

48



Foto 3 — Embrido com duplaoftalmia do lado esquerdo. Tipica malformacio
cefalica observada nas maiores concentracoes de LAT. Aumento de 66X.

o

Foto 4 — Embrido com trioftalmia do lado esquerdo. Tipica malformagao cefalica
observada nas maiores concentracoes de LAT. Aumento de 66X.

Foto 5 — Comparacio entre um embriio normal e um com malformaciao de
concha, ambos eclodidos. Aumento de 66X.
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O TPTH, em virtude do efeito embrioletal, foi extremamente potente como
moluscicida, sendo ativo em concentragdes inferiores a 1 pg/L (1 ppb). A CLsp em 6
dias pos-exposi¢ao para o TPTH, conforme observada na tabela 2, foi 129.300 vezes
menor do que a CLsj para o latex no mesmo periodo (6 dias pds-exposi¢ao).

A niclosamida (NCL) foi letal para os embrides em concentragdes menores do
que as CLs 5o determinadas para o sulfato de cobre e para o latex nos mesmos periodos
de tempo. Os valores de CLsy para a NCL foram uma a duas ordens de grandeza
maiores do que os do TPTH.

O CuSOy, foi menos potente do que o TPTH e a NCL, mas foi mais potente do
que o LAT quanto aos efeitos embrioletais. Entretanto, os efeitos inibitorios da eclosdo
e teratogénicos do latex, fizeram com que os dois moluscicidas tivessem o mesmo valor
de CENO.

Devido a embrioletalidade dos moluscicidas sintéticos testados, € ao reduzido
numero de individuos vivos, malformados ou ndo eclodidos, foi inviavel calcular as Clsg
e CEsy para retardo da eclosdo e teratogenicidade, praticamente inexistentes nesses

Casos.
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4 - DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo confirmaram que o latex da E. milii ¢ pouco
potente em termos de efeito embrioletal (ovicida), mas evidenciaram, por outro lado,
que ele exibe um expressivo efeito embriotdoxico que se manifesta pela inducdo de
malformagoes (teratogenicidade) e retardo da eclosdo. Resultados semelhantes foram
obtidos por Kawano e colaboradores com extratos das plantas Stevia rebaudiana e
Laurus nobilis que, em geral, exibiram discreto efeito letal mesmo em altas
concentragdes, mas induziram malformagdes e retardo de eclosdo nos embrides de
Biomphalaria glabrata expostos (Kawano & Simdes, 1986; R¢ & Kawano, 1987).

Neste trabalho observou-se que, em termos de embrioletalidade, o TPTH foi o
moluscicida mais potente, seguido pela niclosamida, pelo sulfato de cobre e por tltimo
pelo latex da E. milii. Embora o TPTH tenha potente efeito moluscicida e ovicida, a sua
baixa solubilidade aquosa e a consideravel toxicidade para organismos nao-alvo,
limitam a sua utilizagdo para este fim no campo (WHO, 1999).

Nesse contexto, a niclosamida tem vantagem de ter alta solubilidade aquosa
(WHO, 1993), mas a desvantagem de apresentar também alta toxicidade para
organismos nao alvo nas concentragdes em que exibe efeito moluscicida (Oliveira-Filho
& Paumgartten, 2000).

Os valores de CLsp para a niclosamida apos 24 e 96 horas de exposi¢ao foram
muito proximos, ou seja, a mortalidade aumenta pouco com o prolongamento da
exposicao, o que sugere quee o efeito letal tem laténcia curta e ndo ¢ cumulativo. A
auséncia de indu¢ao de malformagdes nos embrides é coerente com essa interpretagao,
ja que a niclosamida ndo deixa sequelas nos embrides sobreviventes (Tabela 2). O
mesmo comportamento (auséncia de efeito teratogénicos e de inibicdo da eclosdo)
também foi observado nos caso do CuSO,4 e do TPTH.

A tabela 3 mostra claramente que a NCL e o TPTH sdo letais para os embrides
em concentra¢des menores do que aquelas que sdo necessarias para matar 0s caramujos
adultos. A CLsyo do CuSOj4 para embrides, entretanto, ¢ cerca de 3,8 vezes maior do que
a CLso para caramujos adultos. Entre os quatro moluscicidas estudados neste trabalho,
portanto, o LAT destacou-se por ser o Unico praticamente desprovido de efeito
embrioletal (ovicida).

Como o latex da E. milii ¢ potente moluscicida para caramujos adultos (Oliveira-
Filho & Paumgartten, 2000) ¢ provavel que a maior resisténcia dos embrides ao efeito

letal se deva a fatores cinéticos. E possivel que o revestimento do ovo e a massa
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gelationosa que envolve os ovos contidos na desova sejam pouco permeaveis a(s)
substancia(s) moluscicida(s) presente(s) no latex. A contribuicdo de fatores
toxicodindmicos, porém, ndo pode ser inteiramente descartada. Em estudo anterior, por
exemplo, observamos que caramujos muito jovens, recém-eclodidos, foram levemente
mais susceptiveis do que os organismos mais velhos (Oliveira-Filho et al, 1999b) o que
sugere que a susceptibilidade poderia se alterar com o amadurecimento.

E importante destacar que a investigagio de outras alteragdes, além da morte,
podem ser importantes para avaliar o efeito de moluscicidas e estimar o impacto do seu
uso sobre populacdes de caramujos. Em recente estudo, Schulte-Oehlmann et al. (2000),
demonstraram, a partir de exames histologicos, que o cloreto de trifenil estanho, em
concentragdes um pouco inferiores as letais, induziu uma série de anomalias
reprodutivas em outros moluscos gastrépodos, incluindo a presenga do “imposex”, ou
seja, a masculiniza¢do de fémeas a partir da formacao de um pseudo-pénis. Esses efeitos
ndo letais podem eventualmente levar também a uma drastica redugdo do sucesso

reprodutivo dos caramujos.

Tabela 3 — Comparacio entre as CLss) para embrides obtidas no presente estudo e
as CLssy) para caramujos adultos determinadas em diferentes estudos. Valores
expressos em mg/L.

Moluscicida CLso 2.4!hs CLs 24 hs Adultos/Espécie/Referéncia
Embrioes
NCL 0,08 0,16 / B. glabrata / Oliveira-Filho & Paumgartten, 2000
CuSOq 7,00 1,87 / B. glabrata / Oliveira-Filho et al., 2004
TPTH 0,007 0,05 / B. tenagophila / Grisolia & Bicalho-Valadares, 1997
LAT > 200 0,27 / B. glabrata / Oliveira-Filho & Paumgartten, 2000
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5 - CONCLUSOES

Os dados obtidos nesse estudo mostraram que o latex da Euphorbia milii (LAT)
¢ praticamente desprovido de efeito ovicida (embrioletal) mas, por outro lado, causa
malformagdes e inibe a eclosdo de Biomphalaria glabrata em concentragdes
relativamente baixas.

A auséncia de efeito embrioletal, contudo, ndo parece ser um impecilio ao uso
do LAT no controle da esquistossomose. Como o caramujo alvo ja ¢ vulneravel aos
efeitos letais do latex logo apds a eclosdo (Oliveira-Filho et al., 1999b) pode-se
erradicar o hospedeiro intermedidrio do S. mansoni em determinada area, com
aplicacdes periddicas do LAT. Além disso, como demonstrado nesse trabalho, a
expressiva atividade embriotoxica do latex, que se manifesta a curtissimo prazo em
efeitos ndo letais (malformagdes e retardo da eclosdo), pode contribuir também para a
diminui¢do da populacdo de caramujos nas areas tratadas com esse moluscicida natural,
visto que as malformagdes observadas, mesmo apds a eclosdo, comprometem a
sobrevivéncia. E importante destacar que, para classificar as malformagdes, foram
utilizados critérios simplesmente anatomicos de visualizacdo externa. Entretanto, como
sugerido pelo aspecto do caramujo mostrado na Foto 5, pode-se supor que anomalias
internas também ocorram comprometendo ainda mais a sobrevida dos individuos
expostos a médio e longo prazo.

Com relagdo aos demais moluscicidas testados, o hidroxido de trifenil estanho
(TPTH) foi o mais potente, apresentando as menores CLs50 e o menor CENO. A
niclosamida (NCL) e o sulfato de cobre (CuSQOy), nesta ordem, seguiram-se ao TPTH e
precederam o LAT, que foi a menos embriotdoxica das substancias moluscicidas
investigadas neste trabalho. O LAT mostrou ser, entre as substancias testadas, aquela
com maior potencial para induzir malformacdes nos embrides de B. glabrata.

Este estudo permitiu também constatar que os moluscicidas afetam os embrides
de diferentes formas, podendo, além de causar mortes, induzir malformacdes e retardar
ou inibir sua eclosdo, o que, em ultima analise, pode contribuir para diminuir a
populacdo de caramujos alvo nas areas tratadas. Assim sendo, a triagem de substancias
moluscicidas com efeitos sobre o ovo deve envolver também outras respostas nao-letais
a curto prazo, como a inducdo de malformac¢des embrionarias e o retardo ou inibi¢ao da
eclosdo e periodos mais prolongados de exposicdo e de observacdo dos individuos

expostos in ovo.
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IV - CAPITULO 2

EFEITOS DE SUBSTANCIAS QUIMICAS SOBRE
A REPRODUGAO, A SOBREVIVENCIA E
O DESENVOLVIMENTO DA Biomphalaria tenagophila:
UM ESTUDO MULTIGERAGAO
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1- INTRODUCAO

Os efeitos de substancias quimicas sobre popula¢des de vida aquatica vem sendo
investigados ha bastante tempo.

Atualmente os efeitos provocados pelas substincias conhecidas como
“desreguladoras enddcrinas”, tem sido alvo de grande interesse e se tornado o centro de
numerosas pesquisas e iniciativas regulatorias (Ankley et al., 1998; van der Schalie, et
al., 1999; Hutchinson, 2000). Nesse contexto, muita atengdo tem sido dada a
observagdes de efeitos sobre a reproducao de peixes (Harries et al., 1997; Arcand-Hoy
& Benson, 1998; Kime & Nash, 1999). Embora os invertebrados representem um elo de
grande importancia nas cadeias alimentares aquaticas, os efeitos sobre esses organismos
tém sido menos estudados (Matthiessen & Gibbs, 1998). Assim, torna-se importante
desenvolver métodos que possibilitem detectar a influéncia da exposi¢do cronica a essas
substancias, sobre a capacidade reprodutiva de espécies representativas desse grupo de
organismos.

Em estudo anterior, empregando ovos de caramujos da espécie Biomphalaria
glabrata, foi possivel observar que, em concentracdes bem inferiores as letais, algumas
substancias (moluscicidas) causam alteragdes que muitas vezes nao matam de imediato
o embrido exposto, mas geram outros efeitos que ao longo do tempo prejudicam e
podem inviabilizar o desenvolvimento dos embrides (Oliveira-Filho et al., 1999a;
Oliveira-Filho et al., 2000; Geraldino et al., 2001). Os resultados desse estudo foram
apresentados no 1° capitulo.

O presente estudo tem como objetivo principal avaliar os efeitos cronicos de
substancias quimicas, suspeitas de serem desreguladoras endodcrinas ou xenoestrogenos,
sobre a sobrevivéncia, a reproducdo e o desenvolvimento do caramujo aquatico B.
tenagophila. Para investigar esses efeitos, os caramujos foram continuamente expostos
por mais de uma geragao sucessiva, constituindo um estudo multigeragdo de observacao
de efeitos sobre a reproducdo de moluscos de dgua doce. Espera-se que os resultados
obtidos possam subsidiar 6rgaos reguladores do pais em deliberagdes sobre o uso dessas
substancias quimicas. O desenho experimental adotado permitiu separar as geragdes
subsequentes em grupos de exposicdo continua e descontinuada, visando avaliar a

potencial reversibilidade dos efeitos uma vez cessada a exposicao.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — AS SUBSTANCIAS-TESTE

As substancias selecionadas para serem incluidas nesse estudo, tem registros de
presenca no ambiente aquatico, sdo suspeitas de serem desreguladoras do sistema
endocrino e ja foram citadas por afetar adversamente a reprodug@o em outras espécies e

modelos experimentais, tal como referido nos trabalhos comentados a seguir.

2.1.1 - Endosulfan

O endosulfan ¢ um inseticida do grupo quimico ciclodienoclorado, registrado no
Brasil para uso agricola e como preservante de madeira (Figura 1). O endosulfan técnico
¢ uma substancia cristalina marrom e contém os isdmeros 0 e [3 numa propor¢ao de
aproximadamente 70:30. Ambas as estruturas sdo pouco resistentes a fotodegradagao. A
meia-vida do endosulfan na 4gua ¢ estimada ser de 4 dias, mas em condi¢des anaerdbias
e/ou em um baixo pH sua meia-vida pode se prolongar (WHO, 1984).

Embora apresente baixa solubilidade em agua, cerca de 0,3 mg/L, o endosulfan
contamina ecossistemas aquaticos em virtude, principalmente, da lixiviacdo de campos
agricolas e pelo despejo em rios proximos a areas industrializadas onde ocorrem a
fabricacdo e a formulagdo do inseticida (WHO, 1984). Estudos recentes realizados em
territério nacional, demonstram a presenca de niveis consideraveis de endosulfan em
tomates no Estado de Pernambuco (Aratjo et al., 1999), agua de superficie, agua de
chuva e em sedimentos na Bacia do Pantanal Matogrossense (Laabs et al., 2002). Além
disso, o endosulfan também tem sido relacionado a problemas reprodutivos e do
desenvolvimento observados em organismos aquaticos e mamiferos (Sinha et al, 1997,
Dalsenter et al, 1999; Wiley & Krone, 2000; Wirth et al, 2001).

O produto utilizado no presente estudo ¢ o endosulfan grau técnico, com 98,7%

de pureza, fornecido pela Empresa Hoeschst-Agrevo.
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Figura 1 — Estrutura molecular do Endosulfan.

2.1.2 - Nonilfenol Etoxilado

O nonilfenol técnico ¢ uma mistura de isdmeros, principalmente o 4-nonilfenol
(cerca de 90%) e o 2-nonilfenol. O 4-nonilfenol ¢ um composto alquilfenolico utilizado
principalmente como intermedidrio na industria quimica, e tem sido identificado como o
principal produto de degradacao de um grupo de surfactantes nao idnicos chamados de
nonilfenol etoxilados (Figura 2), que sdo utilizados mundialmente na producdo de
plasticos, agrotoxicos e produtos de limpeza. O uso predominante ¢ na forma de
nonilfenol polietoxilado com variagdes no tamanho das cadeias, constituindo
emulsificantes, dispersantes, agentes humidificadores e espumantes, detergentes, na
composi¢do de tintas, cosméticos, agrotoxicos, produtos téxteis, acabamentos de metais,
espermicidas e como aditivo em 6leos lubrificantes (Muller & Schlatter, 1998).

Os nonilfendis etoxilados sdo produzidos numa taxa de aproximadamente
350.000 toneladas anuais nos Estados Unidos, Europa Ocidental e Japao (Nichols et al.,
2001), e seu uso resulta em grande contaminagdo de corpos hidricos através da descarga
do esgoto urbano (Bennie, 1999; Snyder et al., 1999). Varios estudos tem demonstrado
a presencga e os efeitos adversos desses compostos em ambientes aquaticos (Jobling &
Sumpter, 1993; Harries et al., 1997; Kannan et al., 2003). Segundo a Agéncia de
Protecdo Ambiental do Canadd (ECHC, 2001) a solubilidade aquosa do nonilfenol,
aumenta conforme o tamanho da cadeia e os compostos acima de seis unidades
etoxiladas sdo altamente soluveis. Para se ter uma idéia, o nonilfenol com 5 unidades
etoxiladas ¢ soluvel em agua na faixa de 9,48 mg/L (Ahel & Giger, 1993) .

Em geral, o nonilfenol ¢ mais persistente no ambiente do que seus derivados
etoxilados, sendo muitas vezes encontrado em maior quantidade do que estes,

provavelmente pelo fato de ser o produto final da degradacdo dos compostos etoxilados

57



(Maguire, 1999). Segundo Patterson et al. (1968), em testes de biodegradabilidade
realizados no laboratorio, o nonilfenol com 9 unidades etoxiladas apresentou uma meia
vida de 6 semanas, na concentra¢do inicial de 5 mg/L.

As rotas de exposi¢do de seres humanos sdo diversas, podendo ocorrer tanto
indiretamente através de alimentos contaminados e dgua potavel, como diretamente via
absor¢ao dérmica ou inalatoria ap6s a aplicagcdo de produtos contendo nonilfenol
etoxilado (Muller & Schlatter, 1998).

As propriedades estrogénicas dos compostos para-alquil fendis foram
reconhecidas por Dodds & Lawson (1938) e mais recentemente, observadas em residuos
de materiais plasticos (Soto et al., 1991). Nesse contexto, varios trabalhos tém
demonstrado os efeitos do nonilfenol sobre a reproduc¢do de invertebrados, peixes e
mamiferos (Toppari et al., 1996; Servos, 1999; Kwak et al., 2001 ).

No presente estudo foi utilizado o nonilfenol com 9,5 unidades etoxiladas,
conhecido comercialmente como RENEX 95 e que contém 99% de nonilfenol de acordo

com a ficha de segurang¢a do produto.

Figura 2 — Estrutura Molecular do Nonilfenol Etoxilado.

2.1.3 - Atrazina

A atrazina ¢ um herbicida do grupo quimico triazina, registrado no Brasil apenas
para uso agricola (Figura 3).

Trata-se do herbicida mais utilizado em todo o mundo, com cerca de 80.000
toneladas aplicadas anualmente. Nos ultimos anos a atrazina tem se tornado alvo de
preocupacgdo por parte da comunidade cientifica em virtude da sua persisténcia no
ambiente e capacidade de contaminar aguas subterraneas e o ambiente aquatico como
um todo. Neste aspecto vale lembrar que a atrazina tem sido o herbicida mais
frequentemente detectado em aguas subterraneas nos Estados Unidos (Graymore et. al.,

2001). A solubilidade da atrazina em agua a 20°C ¢ de 33 mg/L e sua meia vida em
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solugdo aquosa exposta a luz ultra-violeta se encontra em torno de 14,5 dias (USNLM,
2003).

Apesar destes motivos para preocupacdo, poucos estudos tem sido realizados
para avaliar os impactos desse herbicida sobre os ecossistemas aquaticos. Com relacdo
ao seu efeito sobre a reproducdo, alguns estudos foram realizadas, com o
microcrustaceo Daphnia pulex (Schober & Lampert, 1977), com o peixe Lepomis
macrochirus (Kettle et al., 1987) e com ratos (Simic et al., 1994).

A atrazina tem sido classificada como uma substancia desreguladora do sistema
endocrino (Colborn et al.,, 1993), e recentemente Hayes et al. (2002a, 2002b)
demonstraram que a atrazina induz a feminiza¢ao de machos de ra da espécie Xenopus
laevis, no laboratorio, e da espécie Rana pipiens, no campo, em diferentes regides dos
Estados Unidos, mesmo em concentragdes baixas, anteriormente consideradas como
ecologicamente irrelevantes.

O produto utilizado no presente estudo ¢ a atrazina técnica com 97,1% de

pureza.

Figura 3 — Estrutura Molecular da Atrazina
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2.2 - OS SOLVENTES UTILIZADOS

As substancias quimicas utilizadas nos ensaios foram dissolvidas em 4gua mole
sintética (Tabela 1), tal como padronizado pela Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas, para ensaios de toxicidade com organismos aquaticos, com pH ajustado entre
7,2 ¢ 7,6 e dureza na faixa de 40 a 48 mg/L em CaCO; (ABNT, 1993). Na realizagao
dos ensaios foram utilizadas concentragdes nominais das substincias-teste, obtidas por

meio de diluigdes seriadas.
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Devido a dificuldade de diluicdo em meio aquoso, o endosulfan e a atrazina
foram inicialmente dissolvidos em alcool etilico P.A. (etanol), da marca VETEC, com
99% de pureza. Essas substancias em solucdo alcodlica, foram posteriormente diluidas
em agua mole sintética, por meio da lenta adi¢do de agua, até completar o volume final.

Durante todos os ensaios foi incluido um controle negativo, s6 com agua mole
sintética, e para se determinar a possivel influéncia do etanol sobre a reprodugdo dos
organismos foi realizado um experimento onde utilizou-se apenas o etanol diluido em
agua, nas propor¢des presentes nas maiores concentragdes das substancias testadas, ou
seja, no caso do endosulfan, cerca de 0,0025% v/v de etanol, e no caso da atrazina,
cerca de 0,25% v/v de etanol. Para efeito complementar, foi utilizada ainda a

concentragdo intermediaria de 0,025% v/v, presente na concentragdo de atrazina 1,0

mg/L.
Tabela 1 — Composi¢iao da 4gua mole sintética.
REAGENTE QUANTIDADE
Sulfato de Calcio (CaS0O4.2H,0) 0,03 g
Cloreto de Potassio (KC 1) 0,0002 g
Bicarbonato de S6dio (NaHCO3) 0,048 g
Sulfato de Magnésio (MgS04.7H,0) 0,061 g
Agua Destilada 1000 mL

Fonte: ABNT, 1993.

2.3 — ORGANISMO-TESTE

Os caramujos utilizados no presente estudo sdo provenientes de colonia mantida
no Laboratério de Malacologia (Departamento de Ecologia) da Universidade de Brasilia
(UnB), hé mais de 10 anos.

Embora no estudo anterior tenha-se trabalhado com a espécie B. glabrata, optou-
se na presente investigacdo pela B. tenagophila, em virtude de haver maior
disponibilidade dessa espécie no laboratério e sobretudo por ela ser muito semelhante a
B. glabrata em termos de sensibilidade a substancias quimicas (Oliveira-Filho &

Paumgartten, 2000).
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2.4 - ANALISE ESTATISTICA

Para célculo das concentragdes letais 50% e respectivos intervalos de confianga
de 95% no teste de toxicidade aguda das substancias (CLssg), foi utilizado o método
Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et. al., 1977), disponivel em programa de
computador. O método Trimmed Spearman-Karber ¢ um procedimento ndo paramétrico
que assume a distribuicdo monotdnica dos percentuais de efeitos observados.

Para comparar as diferentes concentragdes testadas com o controle, tanto na
avaliacdo do desempenho reprodutivo como na avaliagdo do desenvolvimento
embriondrio, foi empregada a ANOVA seguida do Teste de Dunnett (Dunnett, 1955).
Este teste permite comparar as médias dos grupos tratados com a média do grupo
controle, de duas maneiras opcionais: médias das propor¢des (apos transformagdo
arcoseno das propor¢des) das respostas em cada desova (ex. desenvolvimento
embrionario) ou por meio da média das contagens/medidas (ex. nimero de ovos por
caramujo). O programa utilizado ¢ o programa Dunnett (Versdo 1.5) da Agéncia de
Protecao Ambiental dos Estados Unidos, e realiza os seguintes calculos:

e Analise de variancia (ANOVA), antes de realizar o teste de Dunnett;

* Comparagdo das médias dos diversos grupos com a média do grupo controle

(Procedimento Dunnett);

* Cdlculo da diferenca minima entre as médias obtidas nos grupos tratados e a
média do grupo controle, que poderia ser detectada como estatisticamente
significativa, além de testar a validade da homogeneidade da varidncia,
utilizando o teste de Bartlett;

* Caso haja diferengas entre o numero de réplicas das concentragdes, testes T
sdo efetuados por meio do ajuste de Bonferroni ao nivel de alfa.

Ambos os programas utilizados estdo disponibilizados pela Agéncia de Protecao

Ambiental dos  Estados Unidos (USEPA) no endereco  eletronico
http://www.epa.gov/nerleerd/stat2.htm.

Em todos os casos a hipdtese de nulidade foi rejeitada quando p<0,05.
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2.5 - DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO

2.5.1 - Determinac¢ao da Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda foi previamente avaliada para selecionar as concentragdes
utilizadas no teste multigeragdo de efeito sobre a reprodugdo. Os testes para
determinagdo das concentracdes letais tiveram duracdo de 96 horas (sistema de
exposicdo estatico) e envolveram os seguintes estdgios de desenvolvimento da B.
tenagophila: embrides (por meio da exposi¢do das desovas), individuos recém-
eclodidos (0 a 24 horas) e individuos adultos (aproximadamente 3 meses de idade). Foi
calculada a concentracdo letal 50% (CLsy) e determinada a concentragdo maxima em
que ndo se observou efeito letal agudo (Concentracao de Efeito Letal Nao Observado —
CELNO). A partir da obtencdo da CELNO, as concentragdes utilizadas no estudo
cronico foram definidas da seguinte forma: CELNO (concentragdo mais alta),
CELNO/10 (concentracao intermediaria) e CELNO/100 (concentragdo inferior).

Os testes de toxicidade aguda foram realizados de acordo com métodos
empregados em experimentos anteriores realizados no Laboratorio de Toxicologia
Ambiental da ENSP/FIOCRUZ (Oliveira-Filho et al., 1999a; Oliveira-Filho et al.,
1999b; Oliveira-Filho & Paumgartten, 2000). Ressalta-se que para a realizagdo do teste

agudo, todos os organismos e desovas utilizados eram virgens de tratamento.

2.5.2 - Exposicao e Manuten¢io dos Organismos

Por tratar-se de um caramujo hermafrodita, os experimentos de desempenho
reprodutivo tiveram inicio com a exposi¢ao individual de 10 organismos sexualmente
maduros (10 réplicas), com aproximadamente 3 meses de idade, por 8 semanas, a cada
uma das concentragdes das substancias testadas (Foto 1).

A defini¢do do tempo de duracdo da exposicdo da geracdo FO (8 semanas) foi
baseada no mesmo periodo escolhido por Czech et al. (2001) em estudo com o caramujo
Lymnaea stagnalis, ¢ nos dados de Andrade & Carvalho (1972), que mostram num
acompanhamento da B. tenagophila por 20 semanas, a 8" semana como uma das de

maior pico reprodutivo da espécie mantida em laboratorio.
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Durante o periodo de exposi¢ao foram realizadas duas renovagdes da solugdo-
teste por semana. A cada renovacgdo era fornecida a alimentacdo dos individuos e a
inspecao dos copos para o registro do niimero de desovas e de ovos por desova.

Visando otimizar a reprodugdo e o crescimento dos organismos durante os
experimentos a alimentagdo consistiu de 0,20 mg de uma ragdo composta elaborada por
Freitas et al. (1997) (Tabela 2) e cerca de 1 cm® de alface fresca, fornecidos a cada
individuo, na ocasidao das renovagoes de solucdo-teste. A utilizacdo da racdo bascou-se
nos experimentos de Andrade & Carvalho (1972), que observaram aumento
significativo na fecundidade da B. fenagophila alimentada com ragdo comercial para
peixes de aquario e alface.

Como recipientes-teste foram utilizados copos de vidro, com capacidade de 300
mL (Foto 1), revestidos internamente com papel celofane, de tamanho maior ou igual a
altura e o diametro do copo (Foto 2), além de um pequeno quadrado de papel celofane
de 4 cm?, colocado na superficie da solugio, de modo a facilitar as posturas.

Para evitar a proliferacdo de insetos vetores de doenga e, principalmente, a fuga
dos caramujos expostos, todos os copos permaneceram cobertos com fina malha de

tecido, conforme demonstrado na Foto 1.

Foto 1 — Distribuicao dos caramujos em dez réplicas por concentracgio.

Para efeito de registro das desovas e dos ovos, a totalidade das posturas foi

considerada, inclusive aquelas que, eventualmente, se encontravam fixadas no vidro
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(por tras do papel celofane), sendo neste caso contabilizadas por meio da utilizagdo de
uma lupa manual.

A cada renovagdo de solugdo-teste o papel celofane era trocado, sendo aquele
retirado encaminhado para a leitura do niimero de ovos e de desovas em um

estereomicroscopio.

Tabela 2 — Composicao para preparo de 1 Kg da racio composta.

COMPONENTES QUANTIDADE

Leite em Po 171,88 g

Terra Esterilizada (90°) e 326,25 ¢
enriquecida com Bicarbonato de Sédio 80¢g

Germen de Trigo 2283 ¢
Carbonato de Calcio em P6 87¢g

Alfafa Seca e Triturada 106,22 g

Vitamina E 0,35¢

Fonte: Freitas et al., 1997.

Foto 2 — Preparacio do copo para os testes com o respectivo revestimento interno
de papel celofane.
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2.5.3 - Avaliacao do Desempenho Reprodutivo

Durante o periodo de exposicao, o desempenho reprodutivo dos organismos (F0)
e (F1) foi avaliado quanto ao nimero de ovos por individuo (Foto 3); numero de
desovas por individuo (Foto 3); nimero de ovos por desova (Foto 4); viabilidade dos

embrides (malformacgdes) e retardo na eclosao dos ovos (Foto 5).

Foto 3 - Nimero de ovos e desovas por individuo. Aumento de 16X.

2.5.4 - Avaliacao do Desenvolvimento Embrionario

Para a avaliagdo dos efeitos sobre o desenvolvimento embrionario e
determinag¢do da viabilidade dos embrides e do retardo na eclosdo dos ovos, foram
utilizadas somente as massas de ovos coletadas na tultima semana de registros
reprodutivos da gerac¢do parental (FO ou F1), quando ndo havia mais a preocupacao
com o registro dos outros pardmetros reprodutivos. Assim sendo, foi possivel dar total
atencao a avaliacdo do desenvolvimento embriondrio, além de ter a certeza de que os
embrides entdo obtidos, teriam sido gerados durante a exposicao do progenitor, € nesse
caso tinham todas as condi¢des de serem avaliados como representantes da geragdo
F1/F2. Com esse objetivo, as desovas eram marcadas, para que s6 aquelas de mesma
idade, fossem utilizadas na avaliacdo do desenvolvimento embriondrio, possibilitando

assim maior rigor na comparagao entre os individuos expostos € ndo expostos (grupo
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controle). Os critérios para comparagdo foram descritos no 1° capitulo e trata-se de um
curto experimento, com duracao de 10 dias (tempo mais que suficiente para a eclosdo de
todos os ovos em condigdes normais). Nesse contexto, utizou-se desovas depositadas de
até¢ 15 horas, que permaneceram em exposicdo e os embrides foram avaliados com
relagdo a mortalidade, a presenca de malformagdes e o retardo para eclosdo em até 10
dias. Para todos esses parametros foi realizada a comparagdo com os embrides gerados
pelo grupo controle. A diferenga entre o método descrito no capitulo 1 e o aqui
utilizado, ¢ que no modelo anterior a exposi¢cdo era de apenas 4 dias (96 horas) e neste ¢

de 10 dias seguidos, até o final do periodo de observacao.

Foto 4 - Nimero de ovos por desova. Aumento de S0X.

. o

Foto 5 — Viabilidade dos embrides (malformacdes) e retardo na eclosao dos ovos.
Aumento de 66X.
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Os embrides gerados por progenitores FO e selecionados aleatoriamente para
serem acompanhados (geragdo F1), foram separados em dois grupos, sendo o primeiro
mantido exposto nas mesmas concentragdes da respectiva geracao parental, € o segundo
transferido para 4gua mole sintética limpa, sem a presen¢a da substancia em estudo.

Ambos os grupos foram acompanhados - por periodo de tempo equivalente ao
da exposicdo da geracdo parental - nas mesmas condigdes de luz, temperatura e
alimentagdo, ¢ avaliados quanto ao desenvolvimento, desempenho reprodutivo e
geracao dos individuos F2.

Deve ser ressaltada a importancia do isolamento dos individuos a partir dos 2
meses de idade, pois no momento em que os caramujos se tornam sexualmente
maduros, o que pode ocorrer antes dos 3 meses, torna-se possivel a fecundagdo cruzada.
No contexto do presente estudo, julgou-se importante evitar a fecundagdo cruzada, pois
segundo Freitas (1994), caramujos do género Biomphalaria, tem a capacidade de
armazenar os espermatozoides do parceiro por longos periodos e utiliza-los para gerar
ovos, mesmo em condi¢do de isolamento.

Na fase de crescimento e maturagdo sexual dos filhotes, a frequéncia da
renovacao da solucdo-teste ¢ do alimento foi semanal, de modo a minimizar o estresse
dos organismos em fase de desenvolvimento.

O delineamento do estudo, incluindo suas etapas e o tempo de duragdo, estd

sumarizado no Quadro 1.
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Quadro 1 — Descri¢cio esquematica das etapas e da duracio do experimento multi

seracio

Etapas do Trabalho

Geracio F0
Exposicao de 10 adultos

com * 3 meses de idade

Més 6

Coleta de desovas e
registro dos pardmetros reprodutivos

- Avaliacdo do desenvolvimento embriondrio,
letalidade, malformagdes e taxa de eclosdo
dos embrides em 10 dias.

Geracio F1
- Separagdo das desovas obtidas em dois

grupos:
Exposi¢do continuada e
Exposi¢do descontinuada

- Periodo de crescimento e maturagdo sexual
dos jovens
nos dois grupos

Escolha aleatoria de 10 adultos para
representarem a Geragdo F1 na avaliagdo
reprodutiva

Coleta de desovas e registro dos parametros
reprodutivos

Avaliagdo do desenvolvimento embrionario,
letalidade, malformacdes e taxa de eclosdo dos
embrides (Geragao F2)
em 10 dias
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3 - RESULTADOS

3.1 - TOXICIDADE AGUDA

Como descrito anteriormente, os testes de toxicidade aguda foram realizados
para determinar as concentragdes a serem utilizadas no estudo multigeragdo. Os
resultados obtidos foram expressos em termos de Concentragdo Letal para 50% dos
organismos (CLsp), em 96 horas de exposicao e de concentracdo maxima testada em que
ndo foi observado o efeito letal (Concentracdo de Efeito Letal Nao Observado -
CELNO) e podem ser visualizados na tabela 3. A toxicidade aguda foi avaliada em
diferentes estagios de desenvolvimento (idades) do caramujo. Na tabela 3 pode-se
observar que os embrides, protegidos no interior dos ovos e pela massa que os envolve,
foram menos suscetiveis que os caramujos adultos e jovens (recém-eclodidos). Por
outro lado, pode-se notar também que os caramujos jovens (recém-eclodidos) foram
claramente mais suscetiveis do que os individuos maduros (adultos).

A partir desses resultados foram definidas as concentragdes utilizadas
posteriormente nos ensaios de multigeragio (tabela 4). E importante destacar que o
limite superior do intervalo de concentragdes escolhido para o teste multigeracao, foi
igual a maior concentracdo ndo-letal (CELNO) obtida para adultos, mas superior a
CELNO determinada com caramujos jovens (recém-eclodidos). A concentragdo
intermediaria, no entanto, foi igual ou menor do que a concentragdo maxima nao-letal
(CELNO) para individuos recém-eclodidos (tabela 4). Uma opg¢ao mais conservadora na
escolha do intervalo de concentra¢des poderia ter sido feita tomando os recém eclodidos
como referéncia, contudo essa escolha ocultaria um possivel efeito toéxico ndo-letal

sobre os individuos adultos.
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Tabela 3 — Toxicidade aguda (CLs)- 96 horas e 1.C. 95%) e Concentracdo Maxima
Testada em que Nao se Oservou Efeito Letal (CELNO - 96 horas) das substancias
testadas, para o caramujo B. fenagophila de diferentes idades. Valores expressos
em mg/L.

CLsy - 96 horas CELNO - 96 horas
Substancia mg/L mg/L
Adultos Recém Embrides Adultos Recém Embrioes
Eclodidos Eclodidos
Endosulfan 0,89 0,11 4,96 0,1 0,01 1,0
0,46-1,71 0,06-0,19 4,23-5,82

Nonilfenol 6,39 1,57 25,34 1,0 0,1 15
Etoxilado 4,16-9,82 0,88-2,81 23,04-27,86

Atrazina 25,62 14,35 > 50 10,0 5,0 > 50

18,01-36,46 12,93-15,94

Tabela 4 — Concentracoes de endosulfan, nonilfenol etoxilado e atrazina testadas
no estudo multigeracao.

Substancias Concentracdes (mg/L)

Endosulfan Controle (0) 0,001 0,01 0,1

Nonilfenol 9,5

Etoxilado Controle (0) 0,01 0,1 1,0

Atrazina Controle (0) 0,1 1,0 10,0

Como as maiores concentragdes do endosulfan, do nonilfenol etoxilado e da
atrazina, ficaram muito proximas das concentracdes letais e acima dos valores de
CELNO determinados no teste agudo para caramujos recém-eclodidos, esperava-se
alguma mortalidade de recém eclodidos da geracdo F1 expostos & essas concentragoes,
o que realmente ocorreu. Devido a fatos como esse separou-se um nimero de embrides
maior do que o necessario, com o objetivo de obter um minimo de dez individuos

jovens para avaliar o desempenho reprodutivo da geracdo F1.
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3.2 - MORTALIDADE

Na geragdo FO exposta ao endosulfan houve uma morte na maior concentracao
testada (0,1 mg/L), o que ndo prejudicou as etapas subsequentes do experimento.

Durante o crescimento da geracdo F1 exposta ao endosulfan ocorreram, como
previsto, mortes devido a maior suscetibilidade dos individuos recém eclodidos. Assim,
no grupo exposto a concentracdo de 0,1 mg/L (valor superior 8 CELNO para recém-
eclodidos), em que o nimero de ovos obtidos ja havia sido menor, em virtude da clara
inibicdo da fecundidade (Grafico 1), restaram apenas 6 individuos, que foram mantidos
em exposi¢do, avaliados e computados.

No grupo F1 exposto a menor concentragdo do endosulfan (0,001 mg/L),
também houve uma morte, logo no inicio da avaliagdo do desempenho reprodutivo.
Como ndo havia organismos disponiveis para substitui-lo, esse grupo passou a ter
apenas 9 individuos.

No caso do nonilfenol, como ocorreram duas mortes antes do inicio da
exposi¢ao da geragao FO, e ndo havia caramujos suficientes para substitui-los, optou-se
por deixar o grupo controle (0 mg/L) e o grupo exposto & menor concentragdo (0,01
mg/L) somente com 9 organismos. Com relacdo a geragdo F1, ndo ocorreram mortes em
ambos os grupos (exposi¢ao continua e descontinuada).

Durante a exposi¢do da geracdo FO a atrazina ocorreram 3 mortes na
concentragcdo de 10 mg/L. Nesse grupo, a geracdo de embrides foi muito pequena e as
desovas separadas para a geracdo da F1 ndo eclodiram. Desse modo, a avaliacdo do
desempenho reprodutivo da geragdo F1 foi realizada apenas com as concentragdes de
0,1 e 1,0 mg/L de atrazina.

Quanto a geracdo F1 exposta a concentragdo de 0,1 mg/L de atrazina foram
observadas duas mortes. Na primeira, o individuo morto foi encontrado fora d'agua,
proximo a tela protetora, o que nos leva a crer que a morte tenha ocorrido em virtude da
dessecacao e nao devido ao tratamento. No segundo caso a morte ocorreu no interior do
liquido o que ndo nos permitiu tirar a mesma conclusdo. No grupo exposto a
concentragdo de 1,0 mg/L também foram observadas duas mortes, nesse caso
provavelmente, ambas foram relacionadas ao tratamento. No grupo controle e no grupo
que teve a exposi¢ao descontinuada ndo houve mortalidade.

Na geragdo FO exposta ao etanol, foram observadas duas mortes na maior

concentragdo testada (0,25% v/v), uma também creditada a tentativa de escape do
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individuo (dessecagdo), encontrado fora do liquido, e a outra provavelmente

relacionada a exposicao.

3.3 — AVALIACAO DO DESEMPENHO REPRODUTIVO

O desempenho reprodutivo dos individuos das geragdes FO e F1 foi avaliado até
a 8" semana, os resultados sdo descritos a seguir, de acordo com a substincia quimica
b

testada.

3.3.1 — Endosulfan Geracao F0

Como pode ser visualizado no grafico 1, o endosulfan, nas duas maiores
concentragoes testadas (0,01 e 0,1 mg/L), causou redu¢do do numero de ovos por
individuo.

Para verificar se as diferencas entre os grupos testados e o grupo controle eram

estatisticamente significativas, foi realizado o Teste de Dunnett (Dunnett, 1955).

Grafico 1 — Desempenho reprodutivo (média do numero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio
parental (F0) de caramujos (B. tenagophila) expostos as diferentes concentragoes
de endosulfan.
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Na tabela 5 sdo apresentadas as médias do nimero de ovos por individuo por
grupo, em 8 semanas de exposi¢ao da geracdo FO ao endosulfan. Como assinalado na
tabela 5, houve uma redugao significativa do nimero de ovos por individuo do grupo FO

exposto a maior concentracao de endosulfan (0,1 mg/L).

Tabela 5 — Médias do nimero de ovos por caramujo entre individuos da geraciao
F0, acumuladas apdés 8 semanas de exposicdo as diferentes concentracdoes de
endosulfan.

Concentracio Numero de Média Desvio Coeficiente de
(mg/L) Organismos Padrao Variacao (%)
Controle 10 580,1 107,1 18,5
0,001 10 622,7 95,5 15,3
0,01 10 510,1 158,4 31,0
0,1 9 335,4* 84,9 253

*Média significativamente menor do que a média do grupo controle ao nivel de p<0,05
(Teste de Dunnett).

Cabe ressaltar que as diferengas entre os grupos de menor concentracdo de
endosulfan (0,001 mg/L e 0,01 mg/L) e o grupo controle, quanto ao numero de ovos por
individuo que aparecem no grafico 1, ndo foram estatisticamente significantes (Tabela
5).

O gréafico 2 mostra a média cumulativa do niimero de desovas por individuo
durante as 8 semanas de exposi¢ao da geragdo FO ao endosulfan, e na tabela 6 pode-se
constatar que, na maior concentracdo testada (0,1 mg/L), o endosulfan reduziu
significativamente o nimero de desovas por individuo. Assim sendo, pode-se dizer que
a maior concentragdo de endosulfan (0,1 mg/L) diminuiu tanto o numero de ovos quanto

o de desovas por individuo da geracao FO (tabelas 5 e 6, graficos 1 e 2).
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Grafico 2 — Desempenho reprodutivo (média do numero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio
parental (F0) de caramujos (B. fenagophila) expostos as diferentes concentragdes
de endosulfan.
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Tabela 6 — Médias do nimero de desovas por caramujo entre individuos da
geracdo F0, acumuladas apés 8 semanas de exposicdo as diferentes concentracoes
de endosulfan.

Concentracao Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de
(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 30,8 7,0 22,7
0,001 10 32,9 5,6 16,9
0,01 10 30,7 8,4 27,4
0,1 9 23.4* 4,0 17,1

* Média significativamente menor do que a média do grupo controle ao nivel de p<0,05
(Teste de Dunnett).

Como pode ser visto no grafico 3, a média do nimero de ovos por desova nas 8
semanas de exposicdo dos caramujos da geracdo FO, as varias concentragcdes de
endosulfan, estiveram sempre proximas, contudo na avaliagdo de diferengas
significativas pelo teste de Dunnett, as médias dos grupos expostos as concentragdes de

0,01 e 0,1 mg/L foram consideradas menores que a do grupo controle (Tabela 7).
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Grifico 3 — Variacio média no numero de ovos por desova por individuo, durante
as 8 semanas consecutivas de exposicio da geracdo parental (F0) as diferentes
concentracoes de endosulfan.
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Tabela 7 — Médias do numero de ovos por desova, por grupo de caramujos da
geracio parental (F0), durante as 8 semanas de exposicio ao endosulfan.

Concentraciao (mg/L) Média  Desvio Padriao Coeficiente de Variacio (%)

Controle 18,4 2,8 15,0
0,001 17,8 2,5 13,7
0,01 16,0* 1,5 9,2
0,1 14,7* 1,2 7,9

* Médias significativamente menores do que a média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

3.3.2 — Endosulfan Gerac¢ao F1

Os individuos da geracdo F1, descendentes de geragdo FO exposta, foram
divididos ao acaso em dois grupos, que foram avaliados separadamente. O primeiro
(exposic¢ao descontinuada) foi mantido em dgua limpa, enquanto o segundo continuou

exposto as mesmas concentragdes em que foram expostos os progenitores (geragao FO0).
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3.3.2.1 — Endosulfan Geraciao F1 — Exposi¢ao Descontinuada

O grafico 4 mostra o nimero de ovos por individuo (média, dados cumulativos),
ao longo de 8 semanas, nos quatro grupos em que a exposi¢cdo foi descontinuada. A
tabela 8 mostra o nimero total de ovos por caramujo (média) relativos a esses grupos ao
final de 8 semanas. Pode se observar no grafico 4 e na tabela 8 que o grupo cuja geragao
FO havia sido exposta a concentragdo de 0,1 mg/L de endosulfan, produziu um niimero
de ovos maior do que a média do grupo controle ndo exposto. Os demais grupos nao

diferiram do grupo controle.

Grafico 4 - Desempenho reprodutivo (média do numero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracao F1 de
caramujos (B. tenagophila) em que a exposi¢ao ao endosulfan foi descontinuada.
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Tabela 8 — Numero de ovos por individuo, acumulados ao longo de 8 semanas,
entre os caramujos nao expostos da geraciao F1, cujos progenitores (F0) foram
expostos ao endosulfan.

Concentracio Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de

(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 1182,5 221,3 18,7
0,001/Agua 10 1344,2 2233 16,6
0,01/Agua 10 1196,2 220,5 18,4
0,1/Agua 10 1400,9* 2447 17,5

* Média significativamente maior do que a média do grupo controle ao nivel de p<0,05
(Teste de Dunnett).

O gréfico 5 mostra o numero de desovas por individuo, ao longo de 8 semanas,

nos caramujos ndo expostos da geragdo F1. Nesse grafico e na tabela 9, pode-se notar
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que, a média do nimero de desovas por individuo nos caramujos da geragdo F1 nao-
exposta, descendentes da geragao FO exposta a concentragao de 0,1 mg/L, foi maior do

que a média do niimero de desovas por individuo no grupo controle.

Griafico 5 — Desempenho reprodutivo (média do numero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio F1 de
caramujos (B. tenagophila) em que a exposicao ao endosulfan foi descontinuada.
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Tabela 9 — Numero de desovas por individuo, acumulados ao longo de 8 semanas,
entre os caramujos nao expostos da geracido F1, cujos progenitores (F0) foram
expostos ao endosulfan.

Concentracao Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de

(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 55,2 53 9.6
0,001/Agua 10 59,2 8,2 13,9
0,01/Agua 10 59,0 7,6 12,9
0,1/Agua 10 63,6* 7,9 13,0

* Média significativamente maior do que a média do grupo controle ao nivel de p<0,05
(Teste de Dunnett).

Embora o grafico 5 e a tabela 9 mostrem aumento do numero de desovas por
individuo nesse grupo, o grafico 6 e a tabela 10 mostram que ndo houve alteragdo do
nimero médio de ovos por desova. Em conjunto esses resultados sugerem que no grupo
de geracdo F1 ndo exposta, que descende de progenitores (FO) expostos a 0,1 mg de
endosulfan/L, houve um aumento do numero de ovos por caramujo resultante,

principalmente, do maior nimero de desovas por individuo.
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Grafico 6 — Variacido média no numero de ovos por desova por individuo, durante
as 8 semanas consecutivas, nos grupos de caramujos da geracdo F1 que tiveram a
exposicio ao endosulfan descontinuada.
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Tabela 10 — Médias do numero de ovos por desova em 8 semanas, entre os
caramujos da geraciao F1, em que a exposicao ao endosulfan foi descontinuada.

Concentracao (mg/L) Média  Desvio Padriao Coeficiente de Variacio (%)

Controle 21,4 3,6 17,0
0,001/Agua 23.0 4,5 19,6
0,01/Agua 20,8 3.3 15,6

0,1/Agua 23,1 3,5 15,2

* Nao ha médias significativamente diferentes da média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

3.3.2.2 — Endosulfan Geraciao F1 — Exposicio Continua

Os individuos da geracdo FI1, que continuaram expostos, também foram
observados até a 8 semana. Pode-se observar no grafico 7 e na tabela 11, que ocorreu
uma nitida inibicdo no niimero de ovos por individuo entre os caramujos expostos a
maior concentragdo de endosulfan. Pode-se observar na tabela 11 que o niimero de
organismos diminuiu, devido & ocorréncia de mortes, principalmente entre os caramujos

expostos a maior concentragao de endosulfan (0,1 mg/L).
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Grafico 7 — Desempenho reprodutivo (média do numero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracao F1 de
caramujos (B. tenagophila) que continuaram expostos ao endosulfan.
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Tabela 11 — Nimero de ovos por individuo, acumulados ao longo de 8 semanas,
entre os caramujos expostos da geracio F1, cujos progenitores (F0) também foram
expostos ao endosulfan.

Concentracao Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de
(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 1182,5 221,3 18,7
0,001 9 1000,7 4545 45,4
0,01 10 1124,6 2389 21,2
0,1 6 781,8% 241,8 30,9

* Média significativamente menor do que a média do grupo controle ao nivel de p<0,05
(Teste de Dunnett).

O grafico 8 mostra o numero de desovas por individuo entre os caramujos da
geracdo F1, que continuaram expostos ao endosulfan. Nesse grafico e na tabela 12 pode
ser observado que no grupo exposto a maior concentracdo de endosulfan (0,1 mg/L)

houve uma diminui¢do do numero de desovas por caramujo.
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Grafico 8 — Desempenho reprodutivo (média do numero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracdo F1 de
caramujos (B. tenagophila) que continuaram expostos ao endosulfan.
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Tabela 12 — Niimero de desovas por individuo, acumulados ao longo de 8 semanas,
entre os caramujos expostos da geracao F1, cujos progenitores (F0) também foram
expostos ao endosulfan.

Concentracio Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de
(mg/L) Organismos Variacao (%)
Controle 10 55,2 5,3 9,6
0,001 9 51,9 14,1 27,2
0,01 10 55,3 7,7 14,0
0,1 6 37,5% 8,7 23,1

* Média significativamente menor do que a média do grupo controle ao nivel de p<0,05
(Teste de Dunnett).

Embora o numero total de ovos e de desovas por individuo tenha sido reduzido
nos grupos expostos a maior concentragdo de endosulfan, ndo ocorreram alteragcdes na

média de ovos por desova (grafico 9 e tabela 13).
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Grafico 9 — Variacio média no numero de ovos por desova por individuo, durante
as 8 semanas consecutivas, nos grupos de caramujos da geracio F1 que
continuaram expostos ao endosulfan.
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Tabela 13 — Médias do numero de ovos por desova em 8 semanas, entre os
caramujos da geraciao F1, que continuaram expostos ao endosulfan.

Concentracao (mg/L) Média  Desvio Padriao Coeficiente de Variacio (%)

Controle 21,4 3,6 17,0
0,001 18,4 4.8 26,4
0,01 19,4 5,8 30,0

0,1 20,4 5,5 26,9

* Nao ha médias significativamente diferentes da média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

3.3.3 — Nonilfenol Etoxilado Geracao F0

Ocorreu uma clara diminuicdo do nimero de ovos por individuo entre os
caramujos da geracdo FO expostos as duas maiores concentracdes de nonilfenol
etoxilado (0,1 e 1,0 mg/L), nas 8 semanas consecutivas. Tal inibicdo pode ser
visualizada no grafico 10 e foi confirmada pela andlise estatistica (teste de Dunnett)
como mostrado na tabela 14.

Na tabela 14 sdo apresentadas as médias do nimero de ovos por individuo de
cada grupo, acumulados ao longo de 8 semanas. Nessa tabela pode ser visualizado que
houve reducao significativa do numero de ovos por individuo — em relagdo ao controle —

entre os caramujos expostos as duas maiores concentragdes de nonilfenol etoxilado (0,1
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mg/L e 1,0 mg/L). O grafico 10 mostra que a diferenca entre os grupos expostos as
maiores concentracdes de nonilfenol, e o grupo controle, comegaram a se tornar mais
evidentes a partir da 3" semana. Como assinalado na tabela 14, nos grupos controle e
0,01 mg/L foram avaliados os dados de 9 caramujos. As mortes ocorridas nesses dois

grupos estao descritas no item mortalidade e ndo foram relacionadas ao tratamento.

Grafico 10 - Desempenho reprodutivo (média do numero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio
parental (F0) de caramujos (B. fenagophila) expostos as diferentes concentragoes
de nonilfenol etoxilado.
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Tabela 14 — Médias do niumero de ovos por caramujo entre individuos da geraciao
F0, acumuladas apdés 8 semanas de exposicdo as diferentes concentracdoes de
nonilfenol etoxilado.

Concentracio Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de
(mg/L) Organismos Variacao (%)
Controle 9 675,6 107,1 18,5
0,01 9 594,7 95,5 15,3
0,1 10 417,6* 158.4 31,0
1,0 10 362,1* 84,9 25,3

* Médias significativamente menores do que a média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

O grafico 11 mostra as médias do numero de desovas acumuladas por individuo,

entre os caramujos expostos ao nonilfenol etoxilado durante 8 semanas consecutivas.
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Nas duas maiores concentra¢des de nonilfenol etoxilado houve reducdo do numero de

desovas por individuo em relagdo ao grupo controle (Grafico 11 e Tabela 15).

Grafico 11 — Desempenho reprodutivo (média do nimero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio
parental (F0) de caramujos (B. fenagophila) expostos as diferentes concentragdes
de nonilfenol etoxilado.
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Tabela 15 — Médias do numero de desovas por caramujo entre individuos da
geracdo F0, acumuladas apés 8 semanas de exposicdo as diferentes concentracoes
de nonilfenol etoxilado.

Concentracao Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de
Organismos Variacio (%)
Controle 9 52,7 8,3 15,8
0,01 9 49,1 6,5 13,2
0,1 10 39,8* 7,0 17,7
1,0 10 35,0% 4,2 12,0

* Médias significativamente menores do que a média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

O grafico 12 e a tabela 16 mostram que nao ocorreram alteracdes na média de
ovos por desova dos quatro grupos testados, durante as 8 semanas de exposicdo ao

nonilfenol etoxilado.
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Grafico 12 — Variacdo média no numero de ovos por desova por individuo, durante
as 8 semanas consecutivas de exposicio da geracdo parental (F0) as diferentes
concentracoes de nonilfenol etoxilado.
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Tabela 16 — Médias do niimero de ovos por desova, por grupo de caramujos da
geracio parental (F0), durante as 8 semanas de exposicio ao nonilfenol etoxilado.

Concentracio (mg/L) Média Desvio Padrao Coeficiente de Variacao (%)

Controle 12,7 2,2 17,4
0,01 12,9 3,4 26,0
0,1 10,5 1,2 11,2
1,0 10,5 1,0 10,0

*Nao ha médias significativamente diferentes da média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

3.3.4 — Nonilfenol Etoxilado Geracao F1

Os individuos da geragdo F1, descendentes da geragdo FO exposta ao nonilfenol
etoxilado, foram divididos em dois grupos: um que foi mantido em agua limpa e outro
que continuou exposto as mesmas concentragdes a que havia sido exposta a geragdo

anterior.
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3.3.4.1 — Nonilfenol Etoxilado Gerac¢ao F1 — Exposi¢cao Descontinuada

Como pode ser visto no grafico 13 e na tabela 17, ndo houve diferencas, durante
as 8 semanas de seguimento, quanto ao numero de ovos por individuo entre os
caramujos descendentes dos FO controles e aqueles descendentes dos varios grupos da

geracdo FO expostos ao nonilfenol etoxilado.

Grafico 13 — Desempenho reprodutivo (média do numero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracao F1 de
caramujos (B. tenagophila) em que a exposicio ao nonilfenol etoxilado foi
descontinuada.
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Tabela 17 — Nimero de ovos por individuo, acumulados ao longo de 8 semanas,
entre os caramujos nao expostos da geracido F1, cujos progenitores (F0) foram
expostos ao nonilfenol etoxilado.

Concentracio Nuamero de Média Desvio Padrao Coeficiente de

(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 398.,8 86,0 21,6
0,01/Agua 10 4792 85,1 17,8
0,1/Agua 10 4894 185,2 37,9
1,0/Agua 10 397,1 265,5 66,9

* As médias dos varios grupos nao diferem da média do grupo controle (p<0,05,Teste
de Dunnett).

Em relagdo ao numero de desovas por individuo também ndo foram detectadas
diferencas entre descendentes de controle e de expostos ao nonilfenol etoxilado (Grafico

14 e Tabela 18).
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Griafico 14 — Desempenho reprodutivo (média do numero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio F1 de
caramujos (B. tenagophila) em que a exposicio ao nonilfenol etoxilado foi
descontinuada.
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Tabela 18 — Niimero de desovas por individuo, acumulados ao longo de 8 semanas,
entre os caramujos nao expostos da geraciao F1, cujos progenitores (F0) foram
expostos ao nonilfenol etoxilado.

Concentracio Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de

(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 42,1 5,3 12,7
0,01/Agua 10 41,0 8,0 19,5
0,1/Agua 10 40,5 8,5 29.9
1,0/Agua 10 35,7 16,3 458

* As médias ndo diferem da média do grupo controle (p<0,05, Teste de Dunnett).

Diferentemente das tendéncias demonstradas pelos itens nimero de ovos por
individuo e numero de desovas por individuo, as médias de ovos por desova dos
individuos da geracdo F1, nos grupos em que a exposi¢do ao nonilfenol etoxilado foi
descontinuada, nas concentra¢des de 0,0I/Agua e O,I/Agua, foram considerados

maiores do que a média do grupo controle (Grafico 15, Tabela 19).
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Grifico 15 — Variacio média no numero de ovos por desova por individuo, durante
as 8 semanas consecutivas, nos grupos de caramujos da geracdo F1 que tiveram a
exposicao ao nonilfenol etoxilado descontinuada.
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Tabela 19 — Médias do nimero de ovos por desova em 8 semanas, entre os
caramujos da geracdo F1, em que a exposicio ao nonilfenol etoxilado foi
descontinuada.

Concentracio (mg/L) Média Desvio Padrao Coeficiente de Variacao (%)

Controle 9,9 1,5 14,9
0,01/Agua 11,8* 1,3 11,3
0,1/Agua 12,2% 1,1 8,6
1,0/Agua 11,1 1,3 11,4

* M¢édias significativamente maiores do que a média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

3.3.4.2 — Nonilfenol Etoxilado Geracao F1 — Exposi¢cdo Continua

Os caramujos da geracdo F1 que foram mantidos em exposi¢do as mesmas
concentragdes de nonilfenol etoxilado a que haviam sido expostos seus progenitores FO,
apresentaram altera¢do concentragao-relacionada da fecundidade.

Como pode ser visto no grafico 16 e tabela 20, o nimero de ovos por caramujo
do grupo exposto a 0,01 mg/L de nonilfenol etoxilado foi maior que o registrado no

grupo controle. Por outro lado, o grupo exposto a concentragdo intermediaria (0,1 mg/L)
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ndo diferiu do controle e aquele exposto a maior concentragdo (1 mg/L) exibiu uma

clara reducao do numero de ovos por individuo (Grafico 16, Tabela 20).

Grafico 16 — Desempenho reprodutivo (média do numero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio F1 de
caramujos (B. tenagophila) que continuaram expostos ao nonilfenol etoxilado.
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Tabela 20 — Nimero de ovos por individuo, acumulados ao longo de 8 semanas,
entre os caramujos expostos da geracio F1, cujos progenitores (F0) também foram
expostos ao nonilfenol etoxilado.

Concentracao Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de
(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 398.8 86,0 21,6
0,01 10 486,3* 66,2 13,6
0,1 10 398,4 122,8 30,8
1,0 10 225,7** 58,0 25,7

*M¢édia significativamente maior do que a média do grupo controle ao nivel de p<0,05
(Teste de Dunnett).

** Média significativamente menor do que a média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

O delineamento das curvas observado com relacdo ao nimero de ovos por
individuo foi semelhante ao do nimero de desovas por individuo. Tal semelhanga entre
as curvas, podem ser observadas nos graficos 16 e 17. Todavia, apos a analise estatistica
realizada, somente o grupo exposto a concentracdo de 1,0 mg/L teve nimero
significativamente menor que o grupo controle (Tabela 21). Quando o parametro
avaliado passa a ser a média de ovos por desova nas 8 semanas, pode-se observar no
grafico 18 e na tabela 22 que nao ha diferengas entre os grupos expostos € o grupo

controle.
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Grafico 17 — Desempenho reprodutivo (média do nimero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio F1 de
caramujos (B. tenagophila) que continuaram expostos ao nonilfenol etoxilado.
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Tabela 21 — Numero de desovas por individuo, acumulados ao longo de 8 semanas,
entre os caramujos expostos da geracio F1, cujos progenitores (F0) também foram
expostos ao nonilfenol etoxilado.

Concentracao Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de
(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 421 5,3 12,7
0,01 10 46,1 5,9 12,8
0,1 10 41,4 5,2 12,6
1,0 10 25,1* 4,8 19,1

* Média significativamente menor do que a média do grupo controle ao nivel de p<0,05
(Teste de Dunnett).

Grafico 18 — Variacdo média no numero de ovos por desova por individuo, durante
as 8 semanas consecutivas, nos grupos de caramujos da geracio F1 que
continuaram expostos ao nonilfenol etoxilado.
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Tabela 22 — Médias do numero de ovos por desova em 8 semanas, entre os
caramujos da geraciao F1, que continuaram expostos ao nonilfenol etoxilado.

Concentracio (mg/L) Média Desvio Padrao Coeficiente de Variacao (%)

Controle 9.9 1,5 19,9
0,01 10,6 1,5 18,5
0,1 9,3 1,8 23,6
1,0 9,3 1,0 19,0

* Nao ha médias significativamente diferentes da média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

3.3.5 — Atrazina Geracao F0

A atrazina foi entre as substincias testadas aquela que exibiu menor toxicidade
aguda, o que permitiu testar concentragdes maiores na avaliagdo do desempenho
reprodutivo. A atrazina causou, na faixa de concentragdes testada, drastica redug¢do no
nimero de ovos por caramujo (Grafico 19 e Tabela 23). E importante ressaltar que na
maior concentracdo (10 mg/L) trés organismos morreram durante as semanas de
observagdo e no final do experimento o grupo ficou reduzido a apenas 7 caramujos

(Tabela 23).

Grafico 19 - Desempenho reprodutivo (média do numero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio
parental (F0) de caramujos (B. tenagophila) expostos as diferentes concentragoes
de atrazina.
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Tabela 23 — Médias do nimero de ovos por caramujo entre individuos da geracio
F0, acumuladas apos 8 semanas de exposicio as diferentes concentracoes de
atrazina.

Concentracio Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de
(mg/L) Organismos Variacao (%)
Controle 10 398.,8 85,9 21,6
0,1 10 367,6 73,4 20,0
1,0 10 278,1* 79,7 28,7
10,0 7 76,4* 32,2 42,1

* Médias significativamente menores do que a média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

A analise do nimero de desovas por individuo (Grafico 20 e Tabela 24) também

mostra um acentuado efeito inibitorio da atrazina relacionado a concentragao.

Grafico 20 — Desempenho reprodutivo (média do numero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracao
parental (F0) de caramujos (B. fenagophila) expostos as diferentes concentracgoes
de atrazina.
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Tabela 24 — Médias do nimero de desovas por caramujo entre individuos da
geraciao F0, acumuladas apos 8 semanas de exposicao as diferentes concentracoes
de atrazina.

Concentracio Nuamero de Média Desvio Padrao Coeficiente de
(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 42,1 5,3 12,7
0,1 10 31,2% 5,8 18,6
1,0 10 26,4* 9,4 35,6
10,0 7 12,9* 4,0 31,2

* Médias significativamente menores do que a média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).
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A atrazina alterou o ntimero de ovos por desova, aumentando o tamanho da
desova na menor concentragdo (0,1 mg/L) e diminuindo-o na maior concentragao

testada (1,0 mg/L) (Grafico 21 e Tabela 25).

Grifico 21 — Variacio média no numero de ovos por desova por individuo, durante
as 8 semanas consecutivas de exposicio da geracdo parental (F0) as diferentes
concentracoes de atrazina.
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Tabela 25 — Médias do niimero de ovos por desova, por grupo de caramujos da
geracao parental (F0), durante as 8 semanas de exposicao a atrazina.

Concentracio (mg/L) Média  Desvio Padriao Coeficiente de Variacao (%)

Controle 9,9 1,5 14,9
0,1 11,9% 2,5 21,0
1,0 10,8 1,4 12,6
10,0 5,9%* 1,5 24,9

* Média significativamente maior do que a média do grupo controle ao nivel de p<0,05
(Teste de Dunnett).

** Média significativamente menor do que a média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

3.3.6 — Atrazina Geracio F1

Seguindo a proposta metodoldgica prevista na elaboragdo do estudo, os
individuos da geragdo F1, descendentes de geracdo FO exposta, foram divididos em dois
grupos, e avaliados separadamente. O primeiro grupo teve sua exposi¢do descontinuada

e foi mantido em dgua limpa, e o segundo grupo continuou exposto nas mesmas
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concentragdes em que foram gerados. Deve-se destacar que no caso da atrazina, o grupo
FO exposto a maior concentragdao (10 mg/L), ndo gerou descendentes e por isso nao foi

incluido na avaliagdo reprodutiva da geracao F1.

3.3.6.1 — Atrazina Geracao F1 — Exposicao Descontinuada

Pode-se observar no grafico 22, que nos grupos onde a exposi¢ao a atrazina foi
descontinuada, praticamente nao héa diferengas entre o numero de ovos por individuo.
Essa inexisténcia de diferenga, assim como os valores médios de cada grupo, estdo
apresentados na tabela 26. No grafico 23 e tabela 27 observa-se que os numeros de
desovas por individuo, também nao diferem entre os grupos. O grafico 24 e a tabela 28
confirmam as mesmas tendéncias apresentadas com relacdo a média de ovos por desova

nas 8 semanas de experimento.

Grafico 22 — Desempenho reprodutivo (média do numero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracao F1 de
caramujos (B. fenagophila) em que a exposicdo a atrazina foi descontinuada.
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Tabela 26 — Numero de ovos por individuo, acumulados ao longo de 8 semanas,
entre os caramujos nao expostos da geraciao F1, cujos progenitores (F0) foram
expostos a atrazina.

Concentracio Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de

(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 591,7 97,4 16,5
0,1/Agua 10 650,8 122,9 18,9
1,0/Agua 10 631,7 160,5 254

* Nao ha médias significativamente diferentes da média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).
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Grafico 23 — Desempenho reprodutivo (média do nimero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio F1 de
caramujos (B. tenagophila) em que a exposi¢cao a atrazina foi descontinuada.
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Tabela 27 — Niimero de desovas por individuo, acumulados ao longo de 8 semanas,
entre os caramujos nao expostos da geraciao F1, cujos progenitores (F0) foram
expostos a atrazina.

Concentracio Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de

(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 45,5 8,5 18,7
0,1/Agua 10 45,9 7.1 15,4
1,0/Agua 10 47,1 10,0 21,2

* Nao ha médias significativamente diferentes da média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

Grifico 24 — Variacio média no numero de ovos por desova por individuo, durante
as 8 semanas consecutivas, nos grupos de caramujos da geracdo F1 que tiveram a
exposicao a atrazina descontinuada.
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Tabela 28 — Médias do numero de ovos por desova em 8 semanas, entre os
caramujos da geraciao F1, em que a exposicio a atrazina foi descontinuada.

Concentracio (mg/L) Média Desvio Padrao Coeficiente de Variacio (%)

Controle 13,3 2,6 19,3
0,1/Agua 14,7 3,1 21,3
1,0/Agua 13,9 2,6 18,3

* Nao hd médias significativamente diferentes da média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

3.3.6.2 — Atrazina Geracio F1 — Exposicao Continua

O gréfico 25 e a tabela 29 mostram que nos individuos que foram mantidos em
exposicao, a fecundidade (ovos por individuo) foi drasticamente reduzida no grupo exposto

a concentragdo de 1,0 mg/L de atrazina.

Grafico 25 - Desempenho reprodutivo (média do nimero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio F1 de
caramujos (B. tenagophila) que continuaram expostos a atrazina.
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Tabela 29 — Namero de ovos por individuo, acumulados ao longo de 8 semanas,
entre os caramujos expostos da geracio F1, cujos progenitores (F0) também foram
expostos a atrazina.

Concentracio Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de
(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 591,7 97,4 16,5
0,1 8 629,6 1314 20,9
1,0 8 307,4* 140,2 45,6

*Média significativamente menor que a média do grupo controle ao nivel de p<0,05
(Teste de Dunnett).
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Essa drastica redugdo também ¢ visualizada quando se avalia o nimero de desovas
por individuo (Gréfico 26, Tabela 30), todavia na média do nimero de ovos por desova em
8 semanas de experimento, a diferenca existente ndo ¢ considerada significativa (Grafico

27, Tabela 31).

Grafico 26 — Desempenho reprodutivo (média do nimero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracdo F1 de
caramujos (B. tenagophila) que continuaram expostos a atrazina.
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Tabela 30 — Numero de desovas por individuo, acumulados ao longo de 8 semanas,
entre os caramujos expostos da geracao F1, cujos progenitores (F0) também foram
expostos a atrazina.

Concentracio Nuamero de Média Desvio Padrao Coeficiente de
(mg/L) Organismos Variacio (%)
Controle 10 45,5 8,5 18,7
0,1 8 453 6,3 14,0
1,0 8 27,4%* 10,1 37,0

*Média significativamente menor que a média do grupo controle ao nivel de p<0,05
(Teste de Dunnett).
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Grafico 27 — Variacio média no numero de ovos por desova por individuo, durante
as 8 semanas consecutivas, nos grupos de caramujos da geracio F1 que
continuaram expostos a atrazina.
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Tabela 31 — Médias do numero de ovos por desova em 8 semanas, entre os
caramujos da geracio F1, que continuaram expostos a atrazina.

Concentracio (mg/L) Média Desvio Padrao Coeficiente de Variacio (%)

Controle 13,3 2,6 19,3
0,1 14,1 3,0 21,2
1,0 11,4 2,2 19,4

* Nao ha médias significativamente diferentes da média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

3.3.7 — Etanol Geracao F0

Embora nao seja considerado um poluente, o etanol foi testado por se tratar do
solvente utilizado nas dilui¢des de endosulfan ¢ atrazina. As concentracdes de etanol
testadas foram as mesmas utilizadas no experimento com atrazina, sendo a menor (0,0025%
v/v) a mesma utilizada para a dilui¢do da maior concentragdo de endosulfan (0,1 mg/L) e da
menor concentragdo de atrazina (0,1 mg/L).

O grafico 28 e a tabela 32 mostram o nimero de ovos por individuo nos grupos de

caramujos expostos as diferentes concentragdes de etanol.
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Grafico 28 - Desempenho reprodutivo (média do nimero de ovos por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio
parental (F0) de caramujos (B. fenagophila) expostos as diferentes concentragdes
de etanol.
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Tabela 32 — Médias do nimero de ovos por caramujo entre individuos da geracio
F0, acumuladas apo6s 8 semanas de exposicao as diferentes concentracoes de etanol.

Concentracio Nuamero de Média Desvio Padrao Coeficiente de

(%) Organismos Variacao (%)
Controle 10 591,7 97,4 16,5
0,0025 10 574,0 174,5 304
0,025 10 515,2 217,5 42,2
0,25 8 517,1 72,8 14,1

* Nao ha médias significativamente diferentes da média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

Embora as diferencas observadas no grafico 28 e na tabela 32, entre os grupos
expostos as maiores concentracdes de etanol e o grupo controle, ndo tenham sido
consideradas estatisticamente diferentes, no grafico 29 (desovas por individuo) e na tabela
33 tais diferengas se tornam mais evidentes, revelando assim a inibigdo significativa do
numero de desovas por individuo nas duas maiores concentragdes de etanol.

O grafico 30 e a tabela 34 mostram que para a média de ovos por desova nas 8

semanas, a diferenca existente também nao foi considerada significativa.
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Grafico 29 — Desempenho reprodutivo (média do nimero de desovas por
individuo/dados cumulativos), durante 8 semanas consecutivas, da geracio
parental (F0) de caramujos (B. fenagophila) expostos as diferentes concentragdes
de etanol.
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Tabela 33 — Médias do nimero de desovas por caramujo entre individuos da
geraciao F0, acumuladas apos 8 semanas de exposicao as diferentes concentracoes
de etanol.

Concentracao Numero de Média Desvio Padrao Coeficiente de

(%) Organismos Variacio (%)
Controle 10 45,5 8,5 18,7
0,0025 10 40,8 7,1 17,4
0,025 10 37,3* 8,0 21,4
0,25 8 35,9* 3,6 9,9

* Médias significativamente menores que a média do grupo controle ao nivel de p<0,05
(Teste de Dunnett).

Grifico 30 — Variacio média no numero de ovos por desova por individuo, durante
as 8 semanas consecutivas de exposicio da geracdo parental (F0) as diferentes
concentracoes de etanol.
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Tabela 34 — Médias do numero de ovos por desova em 8 semanas, entre os
caramujos da geracio parental (F0) expostos ao etanol.

Concentracio (%) Média  Desvio Padrao Coeficiente de Variacao (%)
Controle 13,4 2,6 19,3
0,0025 13,9 3,0 21,5
0,025 14,3 3,1 21,6
0,25 14,1 2,4 17,0

* Nao ha médias significativamente diferentes da média do grupo controle ao nivel de
p<0,05 (Teste de Dunnett).

3.4 — AVALIACAO DOS EFEITOS SOBRE O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Essa etapa do trabalho objetivou determinar os efeitos sobre o desenvolvimento
de embrides gerados por individuos expostos ou nao expostos, no caso da geragao F1
que teve a exposicao descontinuada.

Nesse contexto, os resultados sdo descritos a seguir de acordo com a substancia

quimica testada, relacionando-se a viabilidade embrionaria das geragdes F1 e F2.

3.4.1 — Endosulfan F0/F1

Os resultados apresentados a seguir referem-se aos embrides da geragdao F1
descendentes de individuos da geracao FO expostos ao endosulfan.

A embrioletalidade nos diferentes grupos ¢ mostrada no grafico 31. O grupo
exposto & maior concentragdo (0,1 mg/L) apresentou uma mortalidade embrionaria

maior do que o grupo controle (p<0,05, Teste de Dunnett).

Grifico 31 — Letalidade do endosulfan para embriées da geracdo F1, descendentes
de individuos da geracio F0 expostos por 8 semanas ao endosulfan.
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Com relagdo a presenca de malformacdes embrionarias, a concentracao de 0,1
mg/L também apresentou propor¢do maior que a do grupo controle, demostrado

visualmente no grafico 32 e comprovado estatisticamente pelo teste de Dunnett.

Griafico 32 — Teratogenicidade do endosulfan para embrides da geracdo F1,
descendentes de individuos da geracao F0 expostos por 8 semanas ao endosulfan.
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* Proporcdo significativamente maior que a
do grupo controle. p<0,05. Teste de Dunnett

Em se tratando da taxa de eclos@o dos ovos em 10 dias, observa-se no grafico
33, que a proporcao de ovos eclodidos nas duas maiores concentragdes de endosulfan

(0,01 e 0,1 mg/L) foi significativamente menor do que a do controle.

Griafico 33 — Retardo da eclosdo causado pelo endosulfan aos embrides vivos da
geracdo F1, descendentes de individuos da geracio F0 expostos por 8 semanas ao
endosulfan.
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3.4.2 — Endosulfan F1/F2

Os dados relatados a seguir dizem respeito aos embrides da geragdo F2,
descendentes de individuos da geracdo F1. Como relatado anteriormente, os individuos
da geracdo F1 foram divididos em dois grupos, um que ndo permaneceu exposto € o
outro que continuou exposto.

Em se tratando de mortalidade, o grafico 34 mostra que ndo houve diferencas
significativas entre o grupo controle € os grupos que tiveram a exposi¢ao descontinuada

e continua (Grafico 34).

Grifico 34 — Letalidade do endosulfan para embrides da geracio F2, descendentes
de individuos das geracoes F1 nao exposta e exposta ao endosulfan.
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Com relacao ao numero de embrides da geragao F2 malformados, também nao
houve diferencas significativas entre o grupo controle e os grupos descendentes de F1

ndo expostos e expostos, conforme visualizado no grafico 35.
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Grafico 35 — Teratogenicidade do endosulfan para embrides da geracio F2,
descendentes de individuos das geracdes F1 ndo exposta e exposta ao endosulfan.
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Quanto a taxa de eclosdo dos ovos o mesmo se repete, nao havendo diferengas
significativas entre os grupos descendentes de F1 ndo expostos e expostos e o respectivo

grupo controle (Grafico 36).

Grafico 36 — Retardo da eclosdo causado pelo endosulfan aos embrides vivos da
geracio F2, descendentes de individuos das geracoes F1 ndo exposta e exposta ao
endosulfan.
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3.4.3 — Nonilfenol Etoxilado F0/F1

Com relacdo a mortalidade dos embrides da geracdo F1, descendentes de
caramujos expostos ao nonilfenol etoxilado, pode-se perceber que nao houve diferenca
significativa entre os grupos expostos € o grupo controle (Grafico 37). Quanto a
ocorréncia de malformacdes embriondrias, na maior concentracdo de nonilfenol
etoxilado (1,0 mg/L), a propor¢ao de embrides malformados foi maior do que no grupo
controle (Grafico 38).

Nao houve diferencas estatisticamente significativas quanto a propor¢ao de ovos
eclodidos entre os grupos descendentes de expostos ao nonilfenol etoxilado os

descendentes do grupo controle (Grafico 39).

Griafico 37 — Letalidade do nonilfenol etoxilado para embrides da geracio F1,
descendentes de individuos da geracdo F0 expostos por 8 semanas ao nonilfenol
etoxilado.
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*Nao ha diferengas significativas entre as
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Grafico 38 — Teratogenicidade do nonilfenol etoxilado para embrides da geraciao
F1, descendentes de individuos da geracao F0 expostos por 8 semanas ao nonilfenol
etoxilado.

0,35
nw n 0,3 -
_g 8
& 2 0,25 0,22*
S ES :
QL E 021
S5 @
822 o015
S o an
a28 o1
S = ’ OTPG -
o
£ 2 o005 J_ 0,
0
0 0,01 01 10
Concentragoes (mg/L)
* Proporcdo significativamente maior que a do grupo
controle. p<0,05. Teste de Dunnett
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Grafico 39 — Retardo da eclosdo causado pelo nonilfenol etoxilado aos embrides
vivos da geracdo F1, descendentes de individuos da geracdo F0 expostos por 8
semanas ao nonilfenol etoxilado.
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* N&do ha diferencas significativas entre as
proporcdes dos grupos testados e ado controle.

3.4.4 — Nonilfenol Etoxilado F1/F2

Em se tratando dos embrides F2 descendentes de individuos F1 que tiveram a
exposicado ao nonilfenol etoxilado descontinuada e continua, pode-se observar no
graficos 40 que nao houve diferenca significativa entre os grupos € o respectivo grupo
controle para o parametro mortalidade. Todavia no grafico 41 pode-se observar que a
ocorréncia de malformagdes embrionarias nos descendentes do grupo que permaneceu
exposto a maior concentragdo de nonilfenol etoxilado foi considerada
significativamente maior do que no grupo controle.

O grafico 42 mostra diminui¢do concentragdo relacionada da proporc¢do de ovos
eclodidos, conforme o aumento da concentracdo de nonilfenol etoxilado em que o
embrido foi gerado, sendo que entre o grupo gerado por individuos ndo expostos,
somente a propor¢do do grupo gerado na concentragio 1,0/Agua, foi significativamente

menor que a do grupo controle.
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Griafico 40 — Letalidade do nonilfenol etoxilado para embrides da geracio F2,
descendentes de individuos das geracdes F1 nio exposta e exposta ao nonilfenol
etoxilado.
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Grifico 41 — Teratogenicidade do nonilfenol etoxilado para embrides da geracio
F2, descendentes de individuos das geracées F1 nao exposta e exposta ao nonilfenol
etoxilado.
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Grafico 42 — Retardo da eclosdo causado pelo nonilfenol etoxilado aos embrides
vivos da geracio F2, descendentes de individuos das geracdes F1 nido exposta e
exposta ao nonilfenol etoxilado.
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3.4.5 — Atrazina F0/F1

A atrazina, na maior concentracdo testada matou 100% dos embrides
descendentes de individuos da geracdo FO. Como pode ser visualizado no grafico 43,
embora todas as concentragdes de atrazina tenham exibido efeito embrioletal, apenas a
mortalidade observada na concentracdo de 10 mg/L foi significativamente maior do que

a do grupo controle, de acordo com o Teste de Dunnett.

Grafico 43 — Letalidade da atrazina para embrides da geragdo F1, descendentes de
individuos da geraciao F0 expostos por 8 semanas a atrazina.
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A ocorréncia de malformagdes embrionarias foi baixa em todos os grupos, nao
havendo diferencas significativas entre as propor¢des dos grupos descendentes de
individuos expostos a atrazina e a do grupo controle (Grafico 44). Por outro lado, como
pode ser visto no grafico 45, a eclosdo dos ovos foi retardada pela atrazina, sendo
inibida em relacdo ao grupo controle, nos dois grupos descendentes de expostos as

maiores concentracoes (1 e 10 mg/L).

Grafico 44 — Teratogenicidade da atrazina para embrides da geracio F1,
descendentes de individuos da gera¢ao F0 expostos por 8 semanas a atrazina.
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Griafico 45 — Retardo da eclosdo causado pela atrazina aos embrides vivos da
geracdo F1, descendentes de individuos da gera¢do FO expostos por 8 semanas a
atrazina.
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3.4.6 — Atrazina F1/F2

Conforme mostrado nos graficos 43 e 45, todos os embrides expostos a maior

concentragdo de atrazina morreram, ndo havendo portanto eclosdes. Assim sendo, por

ndo haver individuos na geragdo F1 descendentes daqueles expostos a concentragdo de

10 mg/L, os resultados aqui apresentados referem-se somente as outras duas

concentragdes 0,1 e 1,0 mg/L, nas condi¢des de exposicdo descontinuada e continua.

Nos grupos em que a exposi¢do a atrazina foi descontinuada e continua ndo houve

diferengas significativas entre os grupos o respectivo grupo controle com relagdo a

mortalidade (graficos 46).

Grafico 46 — Letalidade da atrazina para embrides da geragio F2, descendentes de
individuos das geracoes F1 nao exposta e exposta a atrazina.
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Os graficos 47 e 48 mostram que em relagdo as malformagdes embrionarias e ao

retardo para eclodir somente a geragdo FI1 que permaneceu exposta a maior

concentragdo de atrazina (1,0 mg/L) gerou mais individuos malformados e teve um

retardo na eclosdo mais significativo do que os descendentes da geragdo F1 controle.
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Grafico 47 — Teratogenicidade da atrazina para embrides da geracdo F2,

descendentes de individuos das geracoes F1 ndo exposta e exposta a atrazina.
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*Proporgao significativamente maior que
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Grafico 48 — Retardo da eclosdo causado pela atrazina aos embrides vivos da
geracio F2, descendentes de individuos das geracdoes F1 ndo exposta e exposta a

atrazina.
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3.4.7 — Etanol FO/F1

Com relacdo ao solvente etanol as determinagdes foram realizadas seguindo o
mesmo padrao aplicado as outras substancias.
Nos graficos 49, 50 e 51 pode-se notar que nao houve diferenca entre o grupo

controle e os grupos testados no que diz respeito aos efeitos sobre os embrides gerados.

Grifico 49 — Letalidade do etanol para embrides da geracao F1, descendentes de
individuos da geraciao F0 expostos por 8 semanas ao etanol.
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Grafico 50 — Teratogenicidade do etanol para embrides da geracao F1,

descendentes de individuos da geracio F0 expostos por 8 semanas ao etanol.
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Grafico 51 — Retardo da eclosido causado pelo etanol aos embrides vivos da geracio

F1, descendentes de individuos da geracdo F0 expostos por 8 semanas ao etanol.
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4 - DISCUSSAO

Diversos estudos relatando os efeitos do endosulfan, do nonilfenol etoxilado e da
atrazina sobre a reproducdo de diferentes espécies podem ser encontrados na literatura
toxicologica. Estas investigacdes, pelo menos as mais recentes, tem sido motivadas, em
grande parte, pelo fato dessas trés substancias estarem presentes em praticamente todas
as listas ja publicadas de agentes quimicos com suposta atividade sobre o sistema
endocrino, ou “desreguladores endocrinos™ (Colborn et al., 1993; Colborn, 1998; Kime,
1999). Sao raras, entretanto, as observacdes de efeitos sobre a reproducdo de moluscos e
mais raras ainda, ou praticamente inexistentes, aquelas realizadas com planorbideos.

Os estudos de toxicidade reprodutiva envolvendo exposi¢ao continuada por mais
de uma geragdo (“estudos multigeracdo”) sdo, em geral, realizados com mamiferos
(ratos e camundongos) como parte da avaliagdo de seguranca de aditivos alimentares
intencionais (eX. corantes, aromatizantes, conservantes) e nao-intencionais (ex. residuos
de agrotoxicos). Neste contexto, estdo certamente situados entre os estudos mais caros,
complexos e demorados, sendo porém de grande relevancia para fixacdo da IDA
(ingestdo maxima didria aceitavel). Os estudos multigeracdo com outras espécies de
vertebrados e invertebrados sdo muito menos frequentes e rarissimos aqueles realizados
com moluscos. Assim sendo, quando possivel, procuramos comparar os dados
quantitativos obtidos neste estudo com o que tem sido publicado para efeitos

crOnicos/reprodutivos em outras espécies.

4.1 - ENDOSULFAN

O endosulfan, na maior concentragdo testada (0,1 mg/L), apresentou um claro
efeito inibitério sobre a reproducdo da B. tenagophila. Digno de nota também foi que
esta inibi¢do, cessada a exposicao (ex. geracao F1 ndo exposta), deu lugar a um aparente
efeito rebote, quanto aos parametros relacionados a fecundidade (ovos por individuo e
desovas por individuo) (Graficos 4 e 5). Esse desempenho positivo sugere apds o
término da exposi¢do, nao sé a inibi¢ao € revertida como ha também uma estimulacao
compensatoria.

Quanto aos efeitos sobre o desenvolvimento embrionario, a inibi¢do ou retardo
na eclosdo foi o indicador de efeito mais sensivel, e isto pode ser visualizado na geracao
FO (embrides F1). A eclosao dos ovos das desovas postas pela geracdo FO foi retardada

pelo endosulfan na concentragdo de 0,01 mg/L (Grafico 33). Esse efeito nao foi
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observado nas desovas da geragdo F1 (embrides F2) sugerindo que a continuidade da
exposi¢ao causou uma adaptacdo ou tolerancia a este efeito da substancia. Levando-se
em conta os parametros avaliados e as concentracdes testadas nesse trabalho, pode-se
dizer que a concentragdo méaxima em que nao foi observado efeito (CENO) foi 0,001
mg de endosulfan por L (1 pg/L ou 1 ppb).

Como mostrado na Tabela 35 que retne valores de CENO para diferentes
estudos de exposicdo continuada ao endosulfan realizados com outras espécies, o CENO
obtido neste ensaio multigeracdo com B. tenagophila foi um dos mais baixos, s6 sendo
superior aquele obtido para reducdo no crescimento do peixe Pimephales promelas. Esta
comparagdo sugere que o estudo multigeragdo com B. tenagophila ¢ muito sensivel,
sendo capaz de detectar efeitos de concentragdes de endosulfan que ndo causaram

alteragcdes em varios trabalhos realizados com outras espécies.

Tabela 35 — Comparacao entre o valor de CENO do endosulfan, obtido no
presente estudo, e valores obtidos nos tradicionais testes rapidos de efeitos sobre a
reproducio e o desenvolvimento. Valores expressos em pg/L.

Efeito Observado

Espécie e Duracio CENO Referéncia
. . Inibi¢ao do
Pseudokirchneriella oo imento 130 DeLorenzo et al., 2002
subcapitatum (96 hrs)
Inibicao da ,
Daphnia magna Reprodugio 150 Fernandez-Casalderrey
] etal., 1993
(21 dias)
Inibicao da
Ceriodaphnia dubia Reproducio 10 Sunderam et al., 1994
(14 dias)
Sobrevivéncia e
Pimephales promelas Redus:ao no 0,2 USEPA, 2002
Crescimento
(7 dias)
Reprodugdo e
Bzomphalqua Desenvqlwfn'ento 1 Presente Estudo.
tenagophila Embrionario

(8 semanas)

* Microalga também conhecida como Selenastrum capricornutum.

Na legislagdo brasileira relacionada a qualidade de 4gua, a Resolugdo CONAMA
N° 20/86 (Brasil, 1986) estabelece a concentragdo maxima de 0,056 pg/L de endosulfan,
para garantir dentre outras coisas a protegdo das comunidades aquaticas (Aguas Classes

1 e 2). Esse limite maximo ¢, inferior aos CENOs listados na tabela 35, sendo portanto
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respaldado pela evidéncia disponivel. Com relagdo a agua para consumo humano e seus
padrdes de potabilidade, a Portaria N° 1.469, da FUNASA (Brasil, 2001), estabelece a
concentragdo maxima permitida de 20 pg/L, limite este que é superior aos varios
valores de CENO apresentados na tabela 35. Entretanto, como o objetivo dessa ttima
norma ¢ a protecdo da satide humana, e ndo a de ecossistemas aquaticos, esse limite
maximo certamente foi estabelecido com base em estudos realizados com mamiferos.

Sobre a natureza dos efeitos reprodutivos observados neste trabalho, algumas
comparacdes com outros estudos e espécies sao interessantes. Em um experimento
cronico de 35 dias com o camardo Palaemonetes pugio, Wirth et al. (2001) observaram
que o endosulfan, na concentracdo de 0,2 pg/L, ndo afetou o sucesso da eclosdo dos
embrides (exposi¢do materna), mas induziu um aumento significativo no tempo para
eclodir, tal como verificou-se no presente estudo com os embrides F1 gerados por
individuos (F0) expostos a concentragdo de 10 pug/L . Entretanto, como o camardo foi
afetado pela concentracdo de 0,2 pg/L, inferior ao CENO registrado no presente estudo
com a B. tenagophila, este planorbideo parece ter sido menos susceptivel do que o
crustaceo.

Os autores Wiley & Krone (2001), avaliaram a influéncia do endosulfan sobre as
células germinativas primordiais de embrides do peixe Danio rerio e detectaram que
esse agrotoxico altera a distribui¢do das células antes da gdénada se diferenciar
morfologicamente.

Hemmer et al. (2001) ndo detectaram indugdo ou expressao da vitelogenina no
soro de peixes machos da espécie Cyprinodon variegatus (“sheepshead minnows”),
expostos por mais de 40 dias ao endosulfan em concentracdes de 0,01 a 0,4 pg/L. Por se
tratar de um ensaio in vivo, os autores compararam esse resultado negativo em peixes ao
obtido por Shelby et al. (1996), no Ensaio Uterotrofico com Camundongos. A auséncia
de efeitos sugestivos de “desregulacdo enddcrina” nesses experimentos in Vvivo
contrastam com os resultados de estudos anteriores realizados em condigdes in vitro
(Soto et al., 1995; Petit et al., 1997). Essa inconsisténcia entre resultados in vivo e in
vitro sugere que, embora o endosulfan possa se ligar ao receptor estrogénico, exibindo
efeitos in vitro em altas concentragdes, alguns fatores toxicocinéticos, tais como
absor¢do, metabolismo e distribuicdo/concentracdo nos tecidos alvo, poderiam fazer

com que este fraco efeito estrogénico do endosulfan nao ocorra in vivo.

115



4.2 — NONILFENOL ETOXILADO

O nonilfenol etoxilado reduziu, nas duas maiores concentragdes testadas (0,1 e
1,0 mg/L), a fecundidade da geragdo FO (ovos por individuo e desovas por individuo)
(Grafico 10). Esse resultado é comparavel ao que foi recentemente relatado para outra
espécie de caramujo. Czech et al. (2001), num experimento semelhante, observaram
diminui¢do significativa do niimero de desovas de caramujos da espécie Lymnaea
stagnalis expostos a concentracdo de 0,1 mg/L do 4-nonilfenol. Deve-se destacar que
Czech et al. (2001) trabalharam com o 4-nonilfenol, diferentemente do presente estudo,
em que foi utilizado o nonilfenol com 9,5 unidades etoxiladas. Efeitos dessa substancia
sobre a reproducdo de invertebrados foram investigados também por Tanaka &
Nakanishi (2002) que observaram reducdo da fecundidade na primeira geracdo do
microcrustaceo Daphnia galeata exposta a 0,07 mg/L do 4-nonilfenol ou p-nonilfenol.

Foi registrado também, nos embrides gerados por individuos FO (embrides F1)
um aumento significativo de malformagdes no grupo exposto a maior concentracao (1,0
mg/L) do nonilfenol etoxilado (Grafico 38). Os embrides malformados ndo eclodiram
at¢ o final do periodo de observagdo (10 dias). Entretanto, embora tenha havido
aumento da ocorréncia de malformacgdes, a mortalidade e a propor¢ao de ovos eclodidos
ndo diferiram significativamente das registradas no grupo controle ndo exposto
(Graficos 37 e 39). Na literatura ha relato de que a exposi¢do ao nonilfenol, em baixas
concentragdes, também afeta adversamente o microcrustéceo Daphnia galeata
mendotae. Segundo Shurin & Dodson (1997) os microcrustaceos mostraram alteragdes
no numero de fémeas produzidas e apresentaram anomalias morfolégicas nos embrides,
principalmente os expostos a concentragao de 0,1 mg/L.

Sobre a geragdo F1 ndo exposta, o unico efeito digno de nota foi um retardo
concentragdo-dependente da eclosdo dos embrides F2. A analise estatistica, todavia, s6
detectou uma propor¢do menor de eclosdes, em comparagdo com 0s respectivos
controles, entre os embrides oriundos de individuos gerados na concentragdo de 1,0
mg/L de nonilfenol etoxilado (1,0/Agua) (Gréfico 42). A observagdo desse tipo de efeito
sugere a possibilidade da ocorréncia de transferéncia do nonilfenol entre diferentes
geracdes, pois no grupo mantido em exposicao, todas as concentragoes testadas inibiram
drasticamente a eclos@o dos ovos, e esse fato poderia justificar a inibi¢do da eclosdo dos
ovos no grupo 1,0/Agua (Gréfico 42), mesmo que a quantidade transferida fosse até 100

vezes menor do que a exposta inicialmente.
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Segundo Servos (1999), a possibilidade do nonilfenol se concentrar na biota
aquatica ¢ de baixa a moderada, com o fator de bioconcentracao variando de 0,9 para
carpas (Cyprinus carpio) até 4120 para mexilhdes (Mytilus edulis). Investigando a
acumula¢do e o metabolismo do nonilfenol na truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
Coldham et al. (1998) evidenciaram um depdsito substancial de 4-nonilfenol nos tecidos
musculares. Entretanto, estudos destacando a transferéncia do nonilfenol entre niveis
troficos ou entre geracdes sucessivas sao praticamente inexistentes.

Quanto a geragdo FI1 que continuou exposta ao nonilfenol etoxilado, os
resultados foram bem diferentes. De modo similar ao que ocorreu com a geracao FO, o
grupo exposto a maior concentracao (1,0 mg/L) teve a sua fecundidade reduzida, tanto
em termos de ovos por individuo quanto de desovas por individuo (Gréficos 16 e 17).
Por outro lado, o grupo exposto a menor concentracao (0,01 mg/L ou 10 pg/L) teve a
fecundidade significativamente aumentada em rela¢do a do grupo controle (Gréfico 16,
Tabela 20). Em estudo com o caramujo Lymnaea stagnalis, Czech et al. (2001) ndo
observaram diferencgas entre o nimero de desovas por individuo nos grupos controle e
10 pg/L de nonilfenol. A ocorréncia de malformagdes também foi superior a do grupo
controle, na maior concentragdo testada (1,0 mg/L) (Grafico 41), enquanto que a
eclosdo foi retardada nas trés concentragdes testadas, quase nao ocorrendo eclosdes nas
concentragdes de 0,1 e 1,0 mg/L (Gréfico 42).

De um modo geral, os efeitos adversos do nonilfenol sobre a reprodugdo de
organismos aquaticos (relacionada a atividade estrogénica) t€ém sido detectados em
estudos in vitro (Soto et al., 1995; Shelby et al., 1996; Petit et al., 1997) e em estudos in
vivo pela observacao de alteragdes em parametros bioquimicos ou morfologicos, tais
como a indugdo da vitelogenina ou alteracdo em tecidos/o6rgaos reprodutivos (Shelby et
al., 1996; Hemmer et al., 2001). A hipdtese de que o aumento na fecundidade,
observado no presente trabalho, se deve a atividade estrogénica do nonilfenol merece
ser investigada. Trabalhando com o nematdide Caenohabditis elegans, Hoss et al.
(2002) observaram aumento progressivo da fecundidade dos organismos expostos a
concentragdes de 40,2 até 235,2 pg/L de 4-nonmilfenol. Interessante notar que a
concentragdo que foi “estimulatdoria” no presente estudo (10 pg/L) com B. tenagophila
estd um pouco abaixo da menor testada por Hoss et al. (2002) com o nematoéide.

Um efeito do tipo estimulatério do nonilfenol foi observado também por Jumel
et al. (2002). Esses autores relataram que o nonilfenol atenuava os efeitos adversos do

herbicida fomesafen sobre a reprodu¢do do caramujo Lymnaea stagnalis.
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A tabela 36 permite comparar o CENO obtido no presente estudo com os valores
de CENO determinados nos classicos testes rapidos de efeitos sobre a reproducao e
desenvolvimento.

Embora o nonilfenol tenha sido detectado em dguas superficiais em varios paises
e seja considerado um “desregulador endécrino”, nenhuma regulamentagdo limita os
teores dessa substancia nos corpos hidricos brasileiros, quer para a protecdo das

comunidades aquéticas, quer para a protecao da populacdo humana.

Tabela 36 — Comparacio entre o valor de CENO, obtido no presente estudo, para
o nonilfenol 9,5 etoxilado e valores obtidos nos tradicionais testes rapidos de efeitos
sobre reproducio e desenvolvimento, com diferentes formas do nonilfenol. Valores
expressos em Hg/L.

Nonilfenol Espécie Efeito Observado CENO Referéncia
(NP) e Duracio
NP9 Selenastrum Inibi¢ao do 8000 Dorn et al., 1993
capricornutum Crescimento
(96 hrs)
NP Selenastrum Inibi¢ao do 92 Servos, 1999
capricornutum Crescimento
(96 hrs)
NP9 Daphnia Inibicdo do 10000 Dorn et al, 1993
magna Crescimeno
(7 dias)
NP Daphnia Inibicao da 100 Servos, 1999
magna Reproducao
(21 dias)
NP Ceriodaphnia Inibi¢do da 89 Servos, 1999
dubia Reprodugao
(7 dias)
NP9 Pimephales Sobrevivéncia e 1000 Dorn et al., 1993
promelas Reducado no
Crescimento
(7 dias)
NP9,5 Biomphalaria Reproducdo e <10 Presente Estudo.
tenagophila Desenvolvimento
Embrionario

(8 semanas)

4.3 — ATRAZINA

A exposicdo da geracdo FO a atrazina produziu, na maior concentragdo testada
(10 mg/L), alteragcdes em praticamente todos os parametros avaliados. O nimero de

ovos e de desovas por individuo foi reduzido nas concentragdes de 1 e 10 mg/L
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(Graficos 19 e 20). Todavia, a média de ovos por desova em 8 semanas, na menor
concentracdo testada (0,1 mg/L), foi maior do que a média do grupo controle (Tabela
25). Mais uma vez parece ter ocorrido um aumento compensatorio, pois embora o grupo
tenha tido nimero menor de desovas por individuo (Grafico 20), essa diferenca foi
compensada pela maior média de ovos por desova (Grafico 21).

Em experimento em que o microcrustaceo Daphnia pulex foi exposto por 28
dias, Schober & Lampert (1977) também observaram reducgdo da fecundidade do grupo
exposto a concentragdo de 10 mg/L de atrazina, mas ndo detectaram alteragdes no grupo
exposto a 1 mg/L.

Interessante relatar que, pelo fato do composto testado ser um herbicida, ensaios
de toxicidade em campo ou mesmo em laboratorio com herbivoros podem ser
comprometidos pela dificuldade na alimentagcdo. Apds experimento com a atrazina em
tanques, Kettle et al. (1987) relacionaram a diminui¢ao do sucesso reprodutivo do peixe
Lepomis macrochirus (Bluegill) a caréncia alimentar e a dificuldade em encontrar
macrofitas que normalmente servem de abrigo para os ovos.

No presente estudo, todos os embrides do grupo exposto a concentragdo de 10
mg/L morreram, o que indica que os embrides foram mais suscetiveis do que os
caramujos adultos utilizados nos testes agudos. Como consequéncia deste fato, ndo
restaram individuos jovens para compor a geracao F1 na concentracao de 10 mg/L. Nos
outros grupos expostos a atrazina (0,1 e 1 mg/L) a embrioletalidade ndo diferiu da do
grupo controle (Gréafico 43). Um resultado similar foi obtido com embrides do peixe
Danio rerio (zebrafish), que apresentaram alta mortalidade apds exposicdo a
concentracdo de 9,1 mg/L de atrazina, por 35 dias e mortalidade significativa entre os
expostos a 1,3 mg/L (Gorge & Nagel, 1990).

Quanto a reproducdo da geracdo F1 que teve sua exposicao descontinuada, em
todos os pardmetros avaliados ndo houve diferencas em relacdo ao grupo controle
(Graficos 22, 23 e 24), o mesmo sendo observado para o desenvolvimento dos embrides
gerados por esse grupo (Graficos 46, 47 e 48). O desempenho reprodutivo da geragao
F1 mantida em exposi¢do, por outro lado, foi afetado, pois os individuos expostos a
concentragdo de 1,0 mg/L tiveram a fecundidade (Graficos 25 e 26) reduzida ¢ o
desenvolvimento dos embrides nas suas desovas comprometido (Graficos 47 € 48).

Os mecanismos subjacentes as alteragdes do desempenho reprodutivo dos
caramujos (B. tenagophila) causadas pela atrazina ndo sdo claros. A exposi¢do a
atrazina tem sido relacionada com o declinio de populac¢des de ras nos Estados Unidos

(Hayes et al., 2002a, 2002b). Hayes e colaboradores relataram que em concentragdes da
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ordem de 0,1 pg/L podem ser observados efeitos tais como retardo no desenvolvimento
gonadal e hermafroditismo, entre outros (Hayes et al., 2003). Segundo Kiesecker (2002)
o declinio das populacdes desses anfibios na natureza esté relacionado a um sinergismo
entre exposi¢do a substancias quimicas (ex. atrazina) e infeccdo por trematodeos.
Segundo esses autores a exposicdo a atrazina, € a outros poluentes, diminuiria a
capacidade imunoldgica do organismo, facilitando assim a infecc¢ao por parasitas.

Como ja mencionado anteriormente varios trabalhos em todo o mundo incluindo
o Brasil, relacionam a diminuicdo do desempenho reprodutivo de caramujos
hospedeiros intermedidrios de doengas, com a sua carga parasitaria, todavia em recente
pesquisa, Russo & Lagadic (2004) demonstram que a atrazina, em baixas
concentragdes, pode modular varios aspectos da fun¢do imune no caramujo Lymnaea
stagnalis, facilitando as infecgdes e consequentemente reduzindo sua capacidade
reprodutiva. Se a exposicdo a atrazina torna a B. fenagophila mais vulneraveis a
infeccdes e se estas, por sua vez, afetam negativamente o desempenho reprodutivo do
caramujo, esse poderia ser um mecanismo — indireto — para explicar os efeitos
observados nesse trabalho. Contudo, agdes diretas desse herbicida nao podem,
entretanto, ser descartadas. Vale ressaltar que, segundo Vos et al. (2000), as disfuncdes
imunoldgicas se encontram entre os principais efeitos ndo-reprodutivos de substancias
desreguladoras do sistema enddcrino.

A tabela 37 apresenta alguns resultados dos tradicionais testes ecotoxicoldgicos
rapidos, comparando com o CENO obtido no presente estudo multigeragdo com B.
tenagophila.

De acordo com a Portaria n° 1.469 (Brasil, 2001), o nivel maximo de atrazina
permitido para dgua potavel estd na faixa de 2 pg/L. Pelos dados obtidos no presente
estudo, esse limite maximo de atrazina estaria abaixo do nivel de efeito observado para
a Biomphalaria. No entanto, se levarmos em conta os dados explicitados no estudo de
Hayes et al. (2003), esse valor deveria ser revisto, ou pelo menos novos experimentos
deveriam ser realizados, particularmente com mamiferos, para verificar se o valor
estabelecido na portaria ¢ suficientemente baixo para assegurar adequada protegdo a

populagdo.
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Tabela 37 — Comparacio entre o valor de CENQO, obtido no presente estudo, para
a atrazina e valores obtidos nos tradicionais testes rapidos de reproducio e
desenvolvimento. Valores expressos em Lg/L.

Efeito Observado

Espécie e Duracio CENO Referéncia

Inibicao do
Crescimento
(96 hrs)

Selenastrum
capricornutum

<167 Van Der Heever &
Grobbelaar, 1996

Inibigao da '
Ceriodaphnia dubia Reprodugio 3500 Oris et al., 1991

(7 dias)

Inibicao da
Daphnia magna Reprodugao 140 USEPA, 2003
(21 dias)

Sobrevivéncia e
Danio rerio Crescimento Larval 300 Gorge & Nagel, 1990
(35 dias)

Reprodugdo e
Desenvolvimento
Embrionario em <100 Presente Estudo.
Duas Geragoes
(8 semanas)

Biomphalaria
tenagophila

4.4 — ETANOL

Os resultados obtidos com o etanol demonstraram que este solvente, nas
concentragdes empregadas para solubilizar as substincias tiveram efeito sobre o
desempenho reprodutivo dos caramujos. As concentragdes de etanol testadas nesse
trabalho corresponderam as concentragdes finais alcancadas na solubilizagdo da
atrazina. A menor concentragdo de etanol (0,0025%) correspondeu a concentracao final
desse solvente empregada para solubilizar a maior concentracdo de endosulfan (0,1
mg/L). A avaliagao do desempenho reprodutivo mostra que o etanol nas concentragdes
de 0,025% e 0,25% reduziu o numero de desovas por individuo. Uma inibi¢do
semelhante a essa foi observada nos caramujos da geragdo FO expostos as concentragdes
de 1,0 e 10,0 mg/L de atrazina, que continham os niveis de etanol relatados
anteriormente. Esse fato indica que o etanol utilizado para solubilizar a atrazina pode ter
sido responsével pelo efeito observado.

Todavia, nem todas as alteragdes registradas no experimento em que 0s

caramujos foram expostos a atrazina podem ser atribuidas apenas a presenca do etanol.
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O aumento no nimero de ovos por desova do grupo exposto a menor concentragdo de
atrazina (0,1 mg/L), ndo foi repetido na concentragdo de 0,0025% de etanol, e nesse
caso o efeito estimulatério poderia ser devido apenas a atrazina ou a uma interagao entre
a atrazina e o etanol. A alta embrioletalidade e o retardo para eclodir registrados com
atrazina, nao foram observados em nenhuma concentragdo do solvente apenas. O etanol
por si sO, como visto, ndo comprometeu o desenvolvimento embrionario dos
descendentes da geracdo FO (embrides F1) (Graficos 49, 50 e 51) . Essa auséncia de
efeitos na concentragdo de 0,0025% de etanol, correspondente a utilizada para
solubilizar o endosulfan (0,1 mg/L), sugere que o solvente ndo foi responsavel pelas
alteragcdes de desempenho reprodutivo notadas com esse agrotoxico.

Calabrese & Baldwin (2003) analisaram minuciosamente os efeitos hormonais
do etanol, observados em seres humanos e em animais, ressaltando que este alcool
frequentemente produz efeitos bifasicos (estimulo/inibicdo). No presente estudo foi
observado o efeito inibitério do etanol sobre a reprodugdo da B. tenagophila (desovas
por individuo) nas concentragdes de 0,025% (Grafico 29, Tabela 33). Zhang et al.
(2003), contudo, observaram que o etanol, na concentracdo de 0,0008% causou um
aumento na fecundidade do microcrusticeo Daphnia magna. Ressalta-se que a
concentragdo testada por Zhang et al. (2003) foi cerca de trinta vezes menor que a
menor concentracdo em que se observou efeito inibitdrio no presente estudo.

Se a relacdo entre a concentracdo de etanol e as alteracdes do desempenho
reprodutivo de B. tenagophila ¢ uma curva do tipo bifésico, tal como mostrado por
Calabrese & Baldwin (2003) para outras situagdes, ¢ possivel que concentragdes
menores que as que testamos evidenciassem um efeito estimulatorio deste solvente. Esta
possibilidade merece ser investigada em experimentos planejados especificamente para

este fim, ou seja para evidenciar possiveis efeitos horméticos de doses baixas.

4.5 — ASPECTOS GERAIS

Viarios estudos tem mostrado que a exposicdo a substancias com atividade
estrogénica (xenoestrogenos ou estrogenos ambientais) causam anomalias nas gonadas
em varias espécies (Willey & Krone, 2001). Nao esté claro, porém, se os efeitos dessas
substancias sobre o sistema reprodutivo estdo relacionadas as suas propriedades
hormonais. Ha evidéncias, por exemplo, de que o estresse pode reduzir a qualidade dos
gametas produzidos em peixes (Campbell et al., 1992, 1994). Guillette et al. (1995)

sugerem, por outro lado, que as alteragdes quimicamente induzidas das fungdes
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reprodutivas, quimicamente induzidas, podem ser produzidas de modo ativacional ou
organizacional. Os efeitos ativacionais ocorreriam durante a idade adulta e sao
normalmente transitorios, ndo envolvendo as células germinativas preliminares dos
individuos expostos. Os efeitos organizacionais, entretanto, ocorreriam no inicio do
desenvolvimento, durante periodos criticos de suscetibilidade, e poderiam causar
alteragdes morfoldgicas permanentes. O modelo organizacional sugere que pequena
quantidade de uma substincia com atividade sobre o sistema enddcrino, administrada
durante um periodo especifico do desenvolvimento embriondrio, poderia modificar a
organizag¢do do sistema reprodutivo (Guillette et al., 1995).

Os resultados observados no presente estudo poderiam se enquadrar nos dois
modelos propostos por Guillette et al. (1995), mas ndo foi investigado se os efeitos
detectados nos individuos expostos sdo permanentes.

O efeito estimulatdrio na reproducdo observado com as trés substancias testadas
(Grafico 4 — Endosulfan, Grafico 16 — Nonilfenol Etoxilado, Grafico 21 — Atrazina),
parece ser uma reagdo compensatoria a uma prévia inibi¢do, as vezes na geracao
anterior. Chapman (2001) define “Hormesis” como um efeito estimulatorio que ocorre
quando uma substancia produz efeitos negativos em altas doses/concentragdes (ex.
inibi¢do do crescimento ou da fecundidade), e produz efeitos positivos em baixas doses
(ex. estimulo no crescimento ou da fecundidade). Segundo Stebbing (1998) a
“hormesis” tem sido sido interpretada como uma super compensa¢ao a uma alteracdo na
homeostasia do organismo. E importante salientar, todavia, que as definicdes de efeitos
positivos ou negativos nesse contexto e as implicacdes desse fendmeno para as
avaliagdes ecotoxicologicas e de risco ecoldgico ainda necessitam ser melhor
compreendidas. Nao se tratando, como destacado por Chapman (2001) de processo de

facil entendimento e aceitagao.
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5 - CONCLUSOES

Existem poucas avaliacdes de efeitos sobre a reprodugdo, de longa duracdo, com
organismos aquaticos e, ainda menos quando se fala de efeitos multigeragdo em
caramujos. A partir dos resultados desse trabalho, pode-se dizer que, o estudo
multigeracao de desempenho reprodutivo com caramujos, tal como aqui apresentado,
mostrou-se sensivel para detectar agravos nao letais causados por xenobidticos.

Em virtude da maior toxicidade aguda, o endosulfan foi testado em
concentragdes menores que as outras substancias. O etanol foi utilizado para solubilizar
o endosulfan, mas este dlcool nas concentragdes finais maximas alcancadas, nao parece
ter interferido com o desempenho reprodutivo da B. fenagophila. No caso da atrazina,
no entanto, foram necessarias concentragdes mais elevadas de etanol e ¢ possivel que
alguns dos efeitos observados tenham sido devido ao solvente e ndo ao herbicida. Nos
dois casos, o emprego do etanol objetivou possilitar o teste de concentragdes mais
elevadas do que as que poderiam ser obtidas sem o uso do solvente, em virtude da baixa
solubilidade aquosa das substancias. O teste em laboratoério com concentragdes mais
altas do que as que se espera encontrar em situacdes de campo, € via de regra necessario
para o estabelecimento com seguranga da CENO, valor de referéncia a ser empregado
nas avaliacdes de risco. Pode-se argumentar, todavia, que essas concentragdes mais
elevadas, além daquelas permitidas pela solubilidade aquosa, e obtidas apenas com o
auxilio de solventes, dificilmente serdo encontradas em corpos hidricos.

Situacdo diferente ¢ aquela do nonilfenol etoxilado cujos efeitos foram
observados em concentracdes passiveis de serem encontradas em corpos hidricos
contaminados. No caso do nonilfenol etoxilado, vale lembrar que esta foi a substancia
que exibiu o menor valor de CENO no teste multigeragdo empregando a Biomphalaria
tenagophila. Do ponto de vista ambiental, ndo se conhece registro de niveis, ou de
investigacdes sobre a presenga do nonilfenol em ambientes aquaticos no Brasil. Os
dados aqui obtidos mostram que maior aten¢do deve ser dispensada a esse poluente, de
modo a inclui-lo nas regulamenta¢des sobre a qualidade da &gua, principalmente,
quando o objetivo maior for a protecdo das comunidades aquaticas.

Em conclusdo, os resultados aqui apresentados sugerem que, com alguns
pequenos ajustes, o estudo multigeragdo com caramujos pode vir a se tornar uma
interessante alternativa para a avaliacdo dos efeitos cronicos de substincias quimicas

sobre organismos aquaticos.
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V — CONSIDERACOES FINAIS

A fase embrionaria ¢ considerada como uma das etapas do desenvolvimento
mais suscetiveis aos efeitos adversos de substincias quimicas. Entretanto, em alguns
casos, podem existir mecanismos naturais que protegem o embrido do efeito desses
xenobidticos. No caso dos moluscos, particularmente os gastrépodos utilizados no
presente estudo, verificou-se que os individuos adultos foram mais suscetiveis ao efeito
letal das substancias investigadas, do que os embrides. Nesse caso, provavelmente a
massa que envolve os ovos contidos em uma desova, tem importante papel na protecao
embriondria, e deve atuar como uma barreira fisica a penetracdo de alguns compostos
potencialmente nocivos. Algumas substancias quimicas como a niclosamida ou o
hidroxido de trifenil estanho, por exemplo, atravessam com facilidade esta barreira,
sendo mais toxicos para o embrido do que para o adulto. Essa caracteristica as torna
eficientes moluscicidas, pois apresentam também o efeito embrioletal (ovicida). Outras
substancias, provavelmente pela dificuldade em atingir o embrido no interior da massa
de ovos, exigem concentracdes mais elevadas e um periodo mais prolongado de
exposi¢do para causar efeitos adversos.

Segundo Benkendorff et al. (2001), a barreira fisica oferecida pelas massas de
ovos dos moluscos nao ¢ suficiente, em muitos casos, para proteger os embrides de
infecgdes por microrganimos presentes no ambiente aquatico. Neste contexto, varios
autores tem investigado as propriedades antibacterianas das massas de ovos. As massas
de ovos sdo compostas principalmente por proteinas e polissacarideos, o que as torna,
em principio, adequadas para a proliferagdo de microrganismos. Benkendorff et al.
(2001) afirmam, baseado em outros estudos, que a necessidade de protecdo
antimicrobiana ¢ maior nos estdgios iniciais do desenvolvimento embrionario dos
moluscos, e que a perda da atividade antibidtica durante o crescimento do embrido pode
ter um importante papel no processo de eclosdo dos ovos e liberagdo dos caramujos
jovens. Poder-se-ia esperar portanto, que a exposi¢do & uma substincia que apresente
toxicidade para microrganismos, de certo modo, retardaria a eclosdo dos ovos, ndo por
um efeito direto sobre o embrido, mas por um efeito indireto, eliminando os
“consumidores” da massa de ovos.

Wirth et al. (2001), relevam as implicacdes ecoldgicas para um simples retardo
na eclosdo dos ovos. Para alguns organismos esse processo biologico estaria

intimamente relacionado a ciclos lunares ou de marés. Assim, o atraso no
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desenvolvimento poderia afetar a estrutura da populacdo no decorrer de determinado
tempo, uma vez que, se a populagao continuar exibindo retardo até o periodo propicio
para o acasalamento, os seus integrantes deverdo estar mais jovens do que os de uma
populacdo normal, e isso poderia levar ao declinio desse grupo em um ambiente
contaminado. Por esse ponto de vista, o retardo da eclosdo em si, mesmo que o embrido
dé origem a um jovem caramujo viavel, ¢ um indicador de efeito importante para a
populacdo afetada.

Todos esses aspectos ressaltam a importancia dos efeitos toxicos ndo letais
avaliados no presente estudo, incluindo o desempenho reprodutivo propriamente dito,
por se tratar de uma funcdo fisiologica essencial para a sobrevivéncia das espécies.
Deve-se destacar que a reproducdo particularmente em animais de clima temperado, ¢
sincronizada sazonalmente por fatores ambientais tais como: temperatura, fotoperiodo,
etc., e que retardos ou adiantamentos deste ciclo comprometem a fungao reprodutiva e
podem levar a um declinio populacional da espécie.

Além disso, merece destaque também o fato da sensibilidade dos testes
propostos nos capitulos 1 e 2, ter sido comparavel, ou em alguns casos superior a dos
tradicionais testes rapidos para a deteccdo de efeitos sobre a reproducdo e o
desenvolvimento. Essa observacdo, sugere que ensaios com base nesses protocolos
poderiam ser aperfeigoados, padronizados e incluidos em baterias de testes
ecotoxicologicos para a avaliagdo de moluscicidas e eventuais contaminantes

ambientais.
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