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INTRODUCAO MATERIAIS E METODOS

A poluicdo das aguas vem sendo motivo de crescente preocupacao face as previsoes de
escassez desse recurso natural. Nesse contexto, os testes de toxicidade tem sido Uteis para nortear
atividades regulatorias voltadas para a prevencao de danos a ecossistemas aquaticos e para o
controle da poluicao.

Os ensaios disponiveis envolvem via de regra um reduzido numero de espécies e apenas
exposicoes agudas e sub-cronicas. Desse modo, aspectos mais sutis da toxicidade, como
disfuncdes reprodutivas evidenciadas apds exposicoes prolongadas a baixas concentracbes dos
poluentes, sdo em geral, negligenciados.

Nesse trabalho foram desenvolvidas duas metodologias para avaliacao da toxicidade
reprodutiva de moluscicidas e poluentes para caramujos do género Biomphalaria (Figura 1). Na
primeira parte do trabalho (1) foi realizado o estudo da embriotoxicidade de substancias
moluscicidas para a B. glabrata; e na segunda parte (2), foi realizado um estudo multigeracao da
toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento para a B. tenagophila.

Para a proposta (1) cerca de 200 ovos de O a 15 horas foram expostos a
4 substancias moluscicidas por 96 horas, e observados continuamente até o
final de 240 horas (100 dia ap0s a postura). Foram avaliados a mortalidade e
o desenvolvimento embrionario, incluindo o retardo para eclodir em 10 dias
e a presenca malformacdes embrionarias em 10 dias.

Para a proposta (2) caramujos adultos (10 por concentracao), foram
iIndividualmente expostos a concentracfes nao letais de trés poluentes (o
Inseticida endosulfan, o herbicida atrazina e o residuo industrial e de
materiais plasticos nonilfenol etoxilado), por duas geracdoes consecutivas.
Foram avaliadas a mortalidade e a fecundidade, por 8 semanas, e por fim o
desenvolvimento embrionario das gerac6es posteriores.

Cedida por Paraense e Corréa

Figura 1 - Cultivo de Biomphalaria em laboratorio.

RESULTADOS (1)

Tabela 1. Comparacao entre os diversos moluscicidas testados, quanto aos efeitos
sobre o desenvolvimento embrionario do caramujo Biomphalaria glabrata. Os valores
referem-se a concentracdes expressas em mg/L.

Com relacao a primeira proposta, os resultados mostraram que o latex da coroa
de cristo (Euphorbia milii), unico moluscicida natural testado, € praticamente
desprovido de efeito embrioletal, mas é teratogénico e retarda a eclosdo em
concentracfes bem inferiores as letais. Os demais moluscicidas exibiram acentuado
efeito embrioletal (hidroxido de trifenil estanho = niclosamida = sulfato de cobre),
mas mostraram-se muito menos potentes que o latex como teratdgenos.

Esses resultados podem ser observados na Tabela 1 e no Grafico 1.

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

+ CENO - nesse caso de acordo com o teste de Dunnett, executado para o desfecho
de maior toxicidade.

# A presenca de malformacdoes foi pequena e 0 numero observado nas
concentracoes testadas, nao diferiu significativamente do grupo controle.

e Houve grande mortalidade, e esse fato gerou poucos individuos nao eclodidos
VIVOS.

A foto 1 demonstra tipica malformacéao induzida pela exposicao dos embridoes ao
latex da Euphorbia milii.
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Foto 1. Comparacao entre um individuo normal e um
com malformacdao de concha, ambos eclodidos
(aumento de 66x).

86,58 38,79

Grafico 1. Frequéncia das malformacdes embrionarias
62,76-130,50 26,71-53,05

por concentracao, Nno grupo exposto ao latex da E. milii.
Conforme definido nos métodos, as malformacoes
foram classificadas em: Inespecifica (Ml), de Concha
(MCO), Cefalica (MC) e Hidropica (H).
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3,29-8,29 1,17-3,47

* Valores obtidos pelo método Trimmed Spearman Karber (Hamiltonetal., 1977).
+ CENO - Concentracao de Efeito Nao Observado.

# Nao foi possivel realizar o calculo.

« Devido a significativa toxicidade aguda da substancia, houve grande mortalidade.

RESULTADOS (2)
. NONILFENOL ETOXILADO L ATRAZINA

Sobre a segunda proposta, a partir dos resultados de toxicidade aguda,
observados na Tabela 2, foram definidas as concentracoes a serem

utilizadas nos ensaios cronicos de multigeracéo.

Tabela 2. Toxicidade aguda (CL50 - 96 horas e respectivos intervalos de confianca
95%) e Concentracao de Efeito Letal Nao Observado (CELNO - 96 horas) dos
poluentes testados, para diferentes estagios de desenvolvimento do caramujo B.
tenagophila. Valores expressos em mg/L.

CELNO — 96 horas
mg/L

CLso - 96 horas
mg/L

Substancia

Recem Embrides
Eclodidos

Recém

Eclodidos Adultos

Adultos Embrides

0,11 4,96 0,1 0,01 1,0

0,06-0,19 | 4,23-5,82

0,89

Endosulfan 0.46-1.71

6,39 NS/ 25,34 1,0
4,16-9,82 | 0,88-2,81 23,04-27,86

Nonilfenol
Etoxilado

Atrazina 25,62 14,35 > 50

18,01-36,46/12,93-15,94
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A exposicao prolongada mostrou que na maior concentracao
testada de endosulfan (100 g/L), houve uma inibicdo significativa
(p<<0,05) da reproducao, refletida em praticamente todos os parametros
reprodutivos avaliados, sobre as geracoes FO e F1 mantida em exposicao.
Esses efeitos podem ser observados nos Graficos 2 e 3.
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Gréafico 3 - Médias cumulativas do numero de
ovos por individuo da geracédo F1, entre os
grupos de caramujos que continuaram
expostos ao endosulfan.

Gréafico 2. Médias cumulativas do niumero de
ovos por individuo, entre os quatro grupos
testados, durante as 8 semanas de exposicao
da geracao FO ao Endosulfan.

Quanto a embriotoxicidade, observou-se nos embrides F1 (gerados
por individuos FO expostos a maior concentracdao) um  aumento
significativo (p<<0,05) das medias do numero de mortes e malformacoes,
além de retardo para eclodir em 10 dias. Contudo, para os embrides F2
(gerados por individuos F1 mantidos em exposicao), nao foi observada
resposta relacionada a exposicdo em nenhuma das concentracoes
testadas.

Entre os individuos da geracdo FO expostos ao nonilfenol, por 8
semanas, pode se observar uma nitida inibicdo do niumero de ovos por
iIndividuo nas duas maiores concentracoes testadas (0,1 e 1,0 mg/L). Tal
Inibicao pode ser visualizada no grafico 4. Quanto a geracdo F1 mantida
em exposicao, o numero de ovos por individuo apresenta uma interessante
Inversao de valores, também conhecida como o fénomeno da "hormesis"
(Gréafico 5).
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Grafico 5. Médias cumulativas durante 8
semanas, do numero de ovos por individuo,
nos grupos de caramujos da geracdo F1 que
continuaram expostos ao nonilfenol etoxilado.

Grafico 4. Meédias cumulativas durante 8
semanas, do numero de ovos por individuo,
nos grupos de caramujos da geracao FO
expostos a diferentes concentracbes de
nonilfenol etoxilado.

Com relacao a embriotoxicidade do nonilfenol etoxilado, observa-se
gue tanto na FO quanto na F1, os valores de mortalidade foram baixos,
entretanto em ambas as geracOes, a presenca de malformacoes
embrionarias na maior concentracdo testada (1,0 mg/L), foi
significativamente maior do que no grupo controle, alem da eclosao dos
OVOS que na geracao F1/F2 tiveram retardo significativo nas duas maiores
concentracoes testadas.

Sobre a exposicédo a atrazina, os resultados da geracdo FO mostram
alta inibicdo da fecundidade nas maiores concentracoes (1 e 10 mg/L)
(Grafico 6), com 100% de mortalidade dos embribes na maior
concentracao (Grafico 7) e significativo retardo de eclosédo nas duas
maiores concentracoes (Grafico 8). Os resultados da geracao F1 exposta a
atrazina ainda se encontram em analise.
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Grafico 6. Medias cumulativas durante 8
semanas, do numero de ovos por individuo,
nos grupos de caramujos da geracao FO
expostos a diferentes concentracbes de
atrazina.

Proporcao de embrides
mortos por grupo em 10 dias
Proporcao de ovos eclodidos

por grupo em 10 dias

0 0,1 1,0 10,0
Concentrac6es mg/L

0] 0,1 1,0 100
Concentragdes mg/L

*Proporcéao significativamente maior que a do grupo
controle. p<<0,05. Teste de Dunnett.

*Proporc¢des significativamente menores que a do grupo
controle. p<<0,05. Teste de Dunnett.

Grafico 7. Meéedias do numero de embrides
mortos da geracdao F1, gerados por
individuos da geracdo FO expostos por 8
semanas a atrazina.

Grafico 8. Médias do numero de ovos que
eclodiram entre os embrides vivos da
geracdo F1, gerados por individuos da
geracao FO expostos por 8 semanas a
atrazina.

CONCLUSOES

A primeira parte do estudo, permitiu observar que os moluscicidas afetam os embrides de diferentes formas, podendo, além de causar mortes,
iInduzir malformacades e retardar ou inibir sua ecloséao, o que, em ultima analise, pode contribuir para diminuir a populacao de caramujos alvo nas areas
tratadas. Quanto a proposta metodologica apresentada nesse estudo, vale ressaltar, que os resultados mostraram-se inovadores, pois embora tenha-se
chegado a concentrac6es nao letais apenas com uma substancia, esses achados sao suficientes para demonstrar que respostas diferentes podem ser
observadas em concentracdes inferiores as letais, com a simples prorrogacao da exposicao ou do periodo de observacao dos organismos expostos e
gue, se aplicado para substancias ou poluentes, sem caracteristicas moluscicidas, o presente méetodo podera apresentar resultados interessantes.

Quanto a segunda parte, os resultados obtidos mostram que, em concentracdes bem inferiores as letais, os poluentes testados afetam
adversamente a reproducéo e o desenvolvimento embrionario da B. tenagophila. Os dados mostram nitidamente que alguns danos s6 sao observados na
geracao seguinte e que o ensaio proposto pode ser uma abordagem interessante para avaliar efeitos cronicos de poluentes sobre o desenvolvimento de

organismaos aquaticos.
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