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RESUMO

Testes de ecotoxicidade tém sido Uteis para nortear agdes regulatorias voltadas a prevencdo de danos a ecossistemas
aquéticos. Os ensaios de rotina sdo baseados em exposi¢des agudas ou subcronicas e podem ser inadequados para detectar
uma disfungao reprodutiva apés prolongadas exposicoes a baixas concentraces de poluentes. Nesse contexto, propde-
se um método multigeracéo para avaliar os efeitos de substancias quimicas sobre a reproducéo do caramujo Biomphalaria
tenagophila. As substancias testadas incluem dois poluentes ambientais: o0 agrotoxico endosulfan e o componente quimico
industrial nonilfenol etoxilado. Caramujos adultos (10 por concentragdo) foram individual mente expostos a concentraces
n&o agudamente letais por duas geracdes. Os efeitos avaliados incluem: sobrevivéncia, fecundidade e desenvolvimento
embrionario. Os resultados obtidos mostram que alguns efeitos adversos sobre a reproducdo foram observados somente
apo6s a exposi¢ao continua por mais de uma geracéo. Uma comparacdo com resultados dos classicos testes cronicos de
curta duragdo mostra que o estudo multigeracéo proposto parece ser uma abordagem sensivel para avaliar efeitos cronicos
de poluentes ambientais.
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ABSTRACT

Multigeneration method to evaluate effects of pollutants on the reproduction of freshwater snails

Ecotoxicity tests have been useful to guide regulatory decisions for pollution control to prevent adverse effects on aquatic
ecosystems. Routine assays are based on acute or sub-chronic exposures and may be inadequate for detecting a repro-
ductive impairment after long-term exposure to low concentrations of pollutants. To help adress this gap was proposed
a mutigeneration method to evaluate the effects of chemicals on the reproduction of Biomphalaria tenagophila shail.
Chemicals tested include two environmental pollutants, the pesticide endosulfan and the industrial chemical nonylphenol
ethoxylate. Adult snails (10 per concentration) were individually exposed to non acutely lethal concentrations for two
generations. Endpoints evaluated include: survival, fecundity and embrionic development. Results showed that some adverse
effects on reproduction were observed only after continuous exposure lasting longer than one generation. A comparative
analysis with results of classic short-term chronic tests show that the multigeneration study designed seems to be a sen-
sitive approach to evaluate chronic effects of environmental pollutants.
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INTRODUCAO

O controle da poluicdo das aguas é um dos grandes
desafios da populagdo humana na atualidade, visto que as
previsdes de escassez desse recurso natural vém gerando
preocupacdo em varios setores da sociedade. Nesse contexto,
além das determinagdes quimicas e andlises de parametros
fisico-quimicos, os testes de ecotoxicidade aquatica foram
elaborados para fornecer dados qualitativos e quantitativos
sobre os efeitos adversos de substancias quimicas em
organismos aqudticos e vém se mostrando muito Uteis para
orientar decisdes de pesquisadores, industrias e agéncias
ambientais, voltadas para evitar ou minimizar os impactos da
poluicdo hidrica. Os ensaios rotineiramente empregados
fundamentam-se em exposi¢des agudas ou subcrdnicas, com
destaque para os tradicionais testes rapidos de reproducao e
desenvolvimento, que podem ser inadequados para detectar
aspectos mais sutis da toxicidade, como disfungdes reprodutivas
ap0s exposi¢des prolongadas.

Desse modo, para avaliar a competéncia dos métodos
existentes na identificacéo e priorizacdo do perigo, torna-se
necesséria a geracéo de dados definitivos de efeitos sobre a
reproducdo de popul agdes cronicamente expostas (Arcand-Hoy
& Benson, 1998) e, nesse ponto, torna-se um pré-requisito fun-
damental o desenvolvimento de métodos de ensaio multigerago.

Assim sendo, o objetivo do presente trabalho € descre-
ver o protocolo multigeracéo desenvolvido para gastropodes
aguati cos, utilizando como espécie-teste 0 caramujo Biomphalaria
tenagophila, e comparar os resultados obtidos com outros de
cléssicos testes rapidos de efeitos sobre reproducéo e desen-
volvimento.

MATERIAISE METODOS

Organismo-teste — O organismo utilizado no presente
estudo é o molusco gastropode da espécie Biomphalaria
tenagophila. Os caramujos do género Biomphalaria séo
amplamente estudados no Brasil, porque trés das suas espécies
séo hospedeiras intermediarias do Schistosoma mansoni,
trematddeo parasita causador da esquistossomose mansonica.
Por se tratar de uma espécie hermafrodita, os experimentos
tém inicio com a exposicado individual de 10 organismos
sexual mente maduros (10 réplicas), com aproximadamente
3 meses de idade, por 8 semanas a cada uma das concentragdes
das substéncias testadas.

Exposicao e Manutencéo dos Organismos—A definicdo
do tempo de duragdo da exposi¢do da geracdo FO (8 semanas)
foi baseada nos dados de Andrade & Carvalho (1972), que
demonstraram, num acompanhamento da B. tenagophila por
20 semanas, que a oitava semanafoi uma das que apresentaram
maior pico reprodutivo para a espécie mantida no laboratério.
Como recipientes-teste foram utilizados copos de vidro, com
capacidade de 300 ml. Para evitar a fuga dos caramujos
expostos, os copos foram cobertos com fina malha de tecido.
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Durante o periodo de exposi¢ao realizaram-se, semana mente,
duas renovaces da solucdo-teste. A cada renovacéo era
fornecida a alimentagdo e inspecionavam-se 0S Copos para o
registro do nimero de ovos e de desovas por individuo. Visando
aotimizar areproducao e o crescimento dos organismos, era
oferecido, a cada renovacao de solugdo, o aimento, consistindo
em 0,20 mg de rag&o composta (Freitas et al., 1997) e cerca
de 1 cm? de alface fresca.

Substancias-teste — As substancias selecionadas para
serem incluidas neste estudo sdo poluentes previamente
documentados no ambiente aquético (Bennie, 1999; Laabs et
al., 2002), sfo suspeitas de terem atividade desreguladora do
sistema enddécrino e jaforam relatadas por afetar adversamente
areproducdo de outras espécies. O endosulfan € um inseticida
do grupo quimico ciclodienoclorado, registrado no Brasil para
uso agricola e como preservante de madeira. Embora apresente
baixa solubilidade em agua (0,3 mg/L ), contamina ecossi stemas
aquaticos em virtude, principalmente, dalixiviacdo de campos
agricolas e via despgio em rios proximos a areas industrializadas
onde ocorrem fabricacéo e formulagéo do inseticida (WHO,
1984). O produto utilizado no presente estudo foi 0 endosulfan
grau técnico, com 98,7% de pureza, fornecido pela empresa
Hoeschst-Agrevo. Os nonilfenol etoxilados sdo componentes
de varias formulagdes quimicas, incluindo detergentes, tintas,
cosméti cos, agrotoxicos, produtos téxteis, entre outros (Muller
& Schlatter, 1998), e seu uso resulta em grande contaminacdo
de corpos hidricos, principalmente via descarga de esgoto
urbano (Bennie, 1999). Varios estudos tém demonstrado
os efeitos adversos desses compostos em ambientes aquéticos
(Servos, 1999). A solubilidade aguosa do nonilfenol aumenta
conforme o tamanho da cadeia, e os compostos acima de
seis unidades etoxiladas sdo altamente solUveis (EHCH,
2001). No presente estudo foi utilizado o nonilfenol com
9,5 unidades etoxiladas, conhecido comerciamente como
RENEX 95, fornecido pela empresa BASF S.A.

Dilui¢bes — Todas as concentragdes testadas nos ensaios
foram preparadas com a égua mole sintética, padronizada pela
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas para ensaios de
toxicidade com organismos agquéticos, com pH entre 7,2 e 7,6
e dureza nafaixa de 40 a48 mg/L em CaCO, (ABNT, 1993).
Neste estudo foram empregadas concentragdes nominais das
substancias, obtidas por meio de dilui¢des seriadas. Como
solvente para a diluicéo do endosulfan foi utilizado o acool
etilico marcaVETEC, com 99% de pureza. O etanal foi testado
na concentracéo de 0,0025% v/v, por ser esta a concentracao
presente na maior diluicdo do endosulfan.

Andlises Estatisticas — Para o célculo da toxicidade
aguda (CL , 95%) foi utilizado o método Trimmed Spearman
Karber, disponivel em programa para computador. Com vistas
arealizacdo de comparactes entre o desempenho reprodutivo
dos organismos testados e a determinagéo da Concentragdo
sem Efeito (CENO), efetuou-se a analise ANOVA seguida
do Teste de Dunnett, disponivel em programa para computador
na Verséo 1.5.
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Desenvolvimento do Método — A toxicidade aguda em
sistema estatico de exposi¢do e em 96 horas de exposi¢ao
para organismos adultos foi obtida visando a escolha das con-
centragBes a serem utilizadas no ensaio de reproducéo. Com
base nesses resultados determinou-se a concentracdo de efeito
letal ndo observado (CELNO), e estafoi estabelecida como
amais alta concentrac&o do teste definitivo. As outras duas
diluicdes do teste definitivo foram obtidas a partir da divisao
da CELNO/10 e da CELNO/100. Escolhidas as concentragtes
a serem utilizadas no ensaio reprodutivo, dez individuos adul-
tos (Geracdo FO) foram individualmente expostos, por
concentragdo, as substancias testadas, e duas vezes por semana,
na ocasiao de renovacdo da solucdo, durante oito semanas,
registraram-se o0 nimero de ovos por individuo, o nimero
de desovas por individuo e o nimero de ovos por desova.
Ao final das oito semanas determinou-se a embriotoxicidade,
e os descendentes vivos foram mantidos até trés meses de
idade para o amadurecimento sexual e inicio do estudo
reprodutivo da geracdo F1, que foi registrado tal como em
FO. Ao final das oito semanas de observagédo da F1, deter-
minou-se a toxicidade sobre os embrides F2. O tempo to-
tal de experimento relativo a cada substancia ficou em torno
de 20 semanas.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os dados obtidos mostram que o endosulfan apresen-
tou efeito inibitorio sobre areproducéo da geragdo FO namaior
concentracdo testada (0,1 mg/L) e sobre o nimero de ovos
por desova na concentragdo intermediaria (0,01 mg/L). Esse
efeito se pronunciou como inibi¢&o ou retardo significativo
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da eclosdo dos ovos de FO (individuos F1) na concentracdo
de 0,01 mg/L. Conseqguientemente, a partir das concentracoes
testadas pode-se dizer que a concentragdo nominal maxima
de endosulfan em que ndo se observou efeito (CENO) foi 0,001
mg/L (1 ug/L ou 1 ppb). Com o nonilfenol etoxilado foi
observada reducdo na fecundidade da geracéo FO entre os
grupos expostos as duas maiores concentragdes (0,1 e 1,0 mg/
L), delimitando uma CENO de 0,01 mg/L ou 10 ug/L em oito
semanas Naobservaco do desempenho reprodutivo da geracéo
F1, os resultados foram semelhantes aos da geragdo FO, to-
davia, houve claro retardo na eclosdo dos embrides gerados
pelos individuos F1 (geracdo F2) na concentracéo de 0,01 mg/
L, impedindo assim a determinacéo da CENO depois de 20
semanas, pois seu valor esta abaixo da menor concentracéo
testada.

Nas Tabelas 1 e 2 os resultados sdo comparados com
os de cléssicos testes de efeitos sobre a reproducéo e o de-
senvolvimento. Em relag@o ao endosulfan (Tabela 1), observe-
se que a CENO obtidafoi uma das mais baixas, sendo superior
apenas a obtida para reducé@o no crescimento do peixe
Pimephales promelas. Sobre o nonilfenol etoxilado, obser-
va-se, naTabela 2, que a CENO obtidafoi amais baixa. Os
resultados apresentados com o etanol ndo foram significati-
vamente diferentes do grupo controle, tanto na FO quanto na
FL/F2.

Nesse contexto, verifica-se que o estudo multigeracéo
proposto mostrou-se sensivel para detectar agravos ndo le-
tai's causados por substancias quimicas e que esse tipo de estudo
com caramujos pode vir a ser umainteressante alternativa para
a predicado dos efeitos cronicos de poluentes em ecossi stemas
aquéticos.

Tabela 1 — Comparagéo entre a CENO para o endosulfan, obtida na presente proposta, e valores obtidos nos tradicionais testes rapidos de efeitos

sobre a reproduc@o e o desenvolvimento. Valores expressos em pg/L.

Organismo-teste Efeito e duracéo CENO Referéncia

Pseudoklrc-:hnerlella Inib. cresc. 130 DeLorenzo et al.. 2002
subcapitatum (96 horas)
. Inib. reprod. .
Daphnia magna (21 dias) 150  Fernéndez-Casalderrey et al., 1993

Ceriodaphnia dubia In(li).Afr;par;d. 10 Sunderam et al., 1994

, Letal. einib. cresc.
Pimephales promelas (7 dias) 0,2 USEPA, 2002

Biomphalaria tenagophila eprod. e desenv. embrion 1 Presente estudo

(8 semanas)
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Tabela 2 — Comparagéo entre a CENO para o nonilfenol etoxilado, obtida na presente proposta, e valores obtidos nos tradicionais testes rapidos de
efeitos sobre a reproducéo e o desenvolvimento com diferentes formas do nonilfenol. Valores expressos em pg/L.

Nonilfenol (NP)  Organismo-teste Efeito e duragéo CENO Referéncia
Selenastrum Inib. cresc.
NP9 capricornutum (96 horas) 8000 Dornet al., 1993
NP Selenastrum Inib. cresc. 92 Servos, 1999
capricornutum (96 horas)
Inib. cresc.
N Daphni 1 D 51
P9 aphnia magna (7 dias) 0000 ornetal., 1993
. Inib. reprod.
NP Daphnia magna (21 dias) 100 Servos, 1999
NP Ceriodaphnia dubia Inib. r(_-:‘prod. 89 Servos, 1999
(7 dias)
Pimephales Letal. einib. cresc.
NP9 promelas (7 dias) 1000 Dornetal., 1993
Biomphalaria Reprod. e desenv. embrion.
NP9,5 tenagophila (8 semanas) f0 10 Presente estudo
(20 semanas) f1 <10
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