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RESUMO

O estudo visa comparar os efeitos do corante Remazol Brilliant Blue R e da dgua de arroio receptor de despejos mistos
no desenvolvimento embrionario de Biomphalaria tenagophila e na reproducéo de Daphnia magna. Posturas de B.
tenagophila e jovens de D. magna foram expostos ao corante nas concentracdes de 10 e 25 mg L~ e em agua do arroio
no estado bruto e diluicdo de 50%. O corante ndo teve efeito na taxa de eclosdo, desenvolvimento e mortalidade dos embribes
(p > 0,05). Quanto a reproducado de D. magna, foi observada diferenca significativa (p < 0,05) no nimero de neonatos
em relacdo ao controle em ambas as concentracfes do corante. As aguas do arroio, em ambos 0s estados, provocaram
mortalidade dos embrifes entre 10 e 12 dias de exposi¢cdo. Em D. magna houve diferenca significativa no nimero de neonatos
e na mortalidade, em relagdo ao controle, somente na exposi¢éo a dgua bruta. Os resultados indicam maior sensibilidade
dos embriGes de B. tenagophila a mistura de despejos domésticos e industriais presente em arroios urbanos, demonstrando
sua utilidade no biomonitoramento da toxicidade aquatica.

Palavras-chave: arroio urbano, Biomphalaria tenagophila, corante, desenvolvimento embrionério, reprodugéo de Daphnia
magna, toxicidade crénica.

ABSTRACT

Compar ative toxicological assays with Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835) and
Daphnia magna (Straus, 1820) using Remazol Brilliant Blue R and water from urban stream

The aim of this study was to compare the effects of Remazol Brilliant Blue R (RBBR) and polluted urban streams on the
Biomphalaria tenagophila embryonic development test, in comparison to the Daphnia magna reproduction test. Eggs of
B. tenagophila and D. magna neonates have been exposed to RBBR (10 and 25 mg L coloring concentrations) and 50%
diluted and not diluted stream water. The dye was ineffective in alter the hatching rate, development and embryo mor-
tality (p > 0.05). The reproduction of D. magna showed significant difference (p < 0.05) compared to control in both coloring
concentrations. The stream water caused embryo mortality between 10 and 12 days in both cases. The neonates number
and the mortality of D. magna differed significantly from the control only in the exposed undiluted stream water. The
results from this study indicated that B. tenagophila embryos were more susceptible to complex mixtures in freshwater
than D. magna, proving its usefulness as biological indicator in aquatic toxicity biomonitoring.

Key words: Biomphalaria tenagophila, coloring, Daphnia magna reproduction, embryonic development, toxicity chronic,
urban stream.
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INTRODUCAO

A predicéo realista do impacto ambiental em niveis
subletais de compostos téxicos individuais e, mais relevante,
de misturas de substancias tdxicas € o maior desafio da pesquisa
natoxicologiaambiental (Rittschof & McClellan-Green, 2005).

As andlises quimicas sfo imprescindiveis naidentificagéo
e na quantificagdo de compostos quimicos especificos no
ambiente, mas aqueles ndo cobertos pela técnica analitica séo
negligenciados (Fent, 2003). Ensaios biol 6gicos permitem
verificar o efeito de todas as substancias contidas na agua que
estéo biologicamente disponiveis, assim como avaliar a
resultante de seus efeitos sinérgicos e antagdnicos (Marschner,
1999). A acéo de poluentes nos ecossistemas naturais pode
ser medida por seus efeitos no processo reprodutivo de espécies-
chave do ecossistema (Tripathi & Singh, 2004). Assim, a
avaliacdo dos pardmetros que comprometem a manutencao
de populacdes naturais é de extrema relevancia na pesquisa
ecotoxicol bgica.

Varios milhGes de compostos quimicos coloridos tém
sido sintetizados nos Ultimos cem anos, dos quais cerca de
10.000 sfo produzidos em escalamundial (Guaratini & Zanoni,
2000). Asindustrias téxteis geram grande quantidade de residuos
com baixos niveis de degradacéo, e cerca de 15% dos corantes
utilizados no processo de tingimento séo perdidos no efluente
(Déellamatrice & Monteiro, 2006).

Pela importancia a salide humana, espécies do género
Biomphalaria (Preston, 1910) sdo bastante investigadas, o que
favorece seu uso como organismo-teste, tendo sido publicados,
no ano de 2005, cerca de 12.300 estudos sobre o género. Ensaios
toxicol 6gicos empregando espécies de Biomphalaria tém
evidenciado suaimportancia como bioindicador naidentificacdo
datoxicidade aquética (Nakano et. al., 2003; Salice & Miller,
2003; Oliveira-Filho et al., 2005). Com o objetivo de avaliar
a sensibilidade da resposta do desenvolvimento embrionério
de B. tenagophila (Orbigny, 1835) a mistura de substéncias
presentes em arroios urbanos e a uma Unica substéncia, foi
feita a comparacdo com Daphnia magna (Straus, 1820),
organismo amplamente utilizado em testes de toxicidade
aquética. O estudo visa contribuir com a elaboracdo de ensaios
com novas espécies para verificar toxicidade cronica

MATERIAL E METODOS

Animais e regime de manutencao

Exemplares de D. magna foram obtidos a partir da cultura
no Laboratério de Toxicologia da Universidade de Caxias do
Sul, conforme norma estabelecida (NBR 12713, 2004). Os
organismos foram mantidos em sala climatizada (23°C) com
fotoperiodo de 16:8 horas (claro:escuro), luminosidade em
torno de 2.000 Lux, em béqueres de 2000 mL. Os crustaceos
foram alimentados uma vez por dia com algas cloroficeas,
principalmente Scenedesmus subspicatus (107 cels'em?®). B.
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tenagophila foi trazida de tanques de cultivo, com 200 L de
agua natural, mantidos em estufa. Em laboratorio, os moluscos
foram aclimatados em mesmo meio e condicdes de D. magna,
sendo alimentados com alface orgénica (ad libitum),
complementada com ragdo para peixe.

Tratamento experimental

Posturas de B. tenagophila com menos de 24 horas
foram cuidadosamente retiradas das paredes de béqueres,
sendo contado o nimero de ovos e examinados os embrifes
a0 estereomicroscopio. As massas de ovos de B. tenagophila
e neonatos de D. magna foram expostos ao corante Remazol
Brilliant Blue R (RBBR) nas concentracdes de 10 e 25 mg
L e a 4gua de arroio poluido por despejos domésticos e
industriais no estado bruto e na dilui¢do de 50% em meio
de cultivo. Os controles foram mantidos no meio de cultivo.
Foram utilizadas quatro réplicas por meio, sendo duas séries
experimentais para cada ensaio. A aguafoi coletada no arroio
Tega, na regido urbana de Caxias do Sul, RS. A cada dois
dias, o meio foi substituido e os embrides de B. tenagophila
foram observados quanto ao estadio de desenvolvimento,
mortalidade e nimero de ovos eclodidos em 14 dias, pois
a eclosdo ocorre entre 9 e 16 dias (Santini, 2004). A taxa
de mortalidade tolerada no controle foi de até 20%. Neonatos
de D. magna, com idade entre 6 e 24 horas, foram aleato-
riamente sel ecionados, sendo expostos cinco individuos nas
concentragOes testadas, as quais eram trocadas a cada 48 horas.
O numero de neonatos foi observado a partir da primipara
e amortalidade dos adultos, a cada 48 horas durante 21 dias.
O ndmero minimo de nascimentos, que ocorre a partir de sete
dias de exposi¢ao, foi em média 20 individuos por prole (NBR
12713, 2004), mantido o mesmo fotoperiodo do cultivo, em
temperatura ambiente.

Amostras testadas:
1. Corante Remazol Brilliant Blue R (RBBR)

O RBBR é um corante reativo do grupo antraguinona
gue apresenta como caracteristica ata solubilidade em agua
e 0 estabelecimento de ligag&o covalente entre o corante e a
fibra, cujaligacdo confere maior estabilidade da cor do tecido
tingido, sendo empregado na industria na concentragéo de 50
mg L (Rasera, 2006) e utilizado nas concentracfes de 10 e
25mg L.

2. Agua de arroio

O arroio Tega (Caxias do Sul, RS), com extensdo de
aproximadamente 33 km, é usado como fonte de escoamento
de esgotos domésticos e industriais. As andlises fisico-quimicas
e bioldgicas realizadas em 2003 e 2004 (Santini, 2004) e os
estudos de Reis (2002) evidenciaram a baixa qualidade da &gua
e apresenca de metais pesados como cobre, aluminio, chumbo,
cromo, zinco e prata em niveis elevados, desconhecendo-se
as concentraces de compostos orgénicos nocivos.
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Andlise estatistica

A n&o normalidade na distribui¢do dos dados foi deter-
minada pelo teste Kolmogorov-Smirnov e asignificancia das
diferencas estatisticas, pelo teste de Mann-Whitney (o = 0,05),
utilizando o programa SPSS versio 11.5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sistemas aquéti cos rel acionados ao meio urbano relinem
substéncias tanto de despejos domésticos como de efluentes
industriais, constituindo misturas complexas. Santini (2004)
avaiou atoxicidade dadgua dos arroios Tega e Pinhal, nacidade
industrial de Caxias do Sul, no desenvolvimento embrionério
de B. tenagophila, verificando retardo no desenvolvimento,
presenca de malformagdes e alta mortalidade dos embrides.
O efeito de uma Unica substancia sobre os organismos difere
entre espécies e niveis de organizacdo biolégica e tem sido
alvo de muitos estudos (Radix et al., 2000; Tsui & Chu, 2003;
Oliveira-Filho et al., 2005). Para avaliar a sensibilidade da
resposta dos embrides de B. tenagophila, este ensaio foi
comparado ao teste de reproducdo de D. magna, que é
amplamente empregado no monitoramente da toxicidade
(Laitano & Matias, 2006).

Os embrides de B. tenagophila, quando expostos ao
corante RBBR, apresentaram retardo no desenvolvimento
embriondrio, reducdo na taxa de eclosdo dos ovos e maior
mortalidade dos embriBes relacionados ao aumento da
concentragdo (Tabela 1). Entretanto, ndo se constata diferenca
significativa dos resultados em relacdo ao controle (p > 0,05).
Em D. magna, o nimero de neonatos sofreu reducéo de cerca
de 50% em 10 mg L~ e de 75% em 25 mg L=, diferindo
significativamente em relac8o ao controle e entre as duas
concentragBes (Figura 1). A mortalidade apresentou diferenca
estatistica somente em uma das séries experimentais (p < 0,05).

Téxicos organicos degradaveis s8o convertidos em outros
compostos via série complexa de produtos intermediarios, os
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quais freqlientemente escapam a andlise, e a degradacéo ndo
pode ser sempre interpretada como destoxificagdo (Admiraal
et al., 2000). Nas exposi¢des a agua do arroio Tega, 0s embrides
de B. tenagophila apresentaram alta mortalidade, sendo que
entre 85% e 91% deles néo ultrapassaram o estadio de trocofora
na agua em estado bruto (Tabela 2). Na dguadiluida do arroio,
até 56% atingiram o hipo-estadio, mas ndo houve eclosdo dos
ovos. As diferencas entre as exposic¢fes a gua do arroio e 0
controle foram estatisticamente significativas (p < 0,05), néo
havendo diferenca entre a &gua em estado bruto e a diluida.
Nos ensaios com D. magna, exposta a dgua do arroio Tega,
observa-se diferenca significativa em relacdo ao controle
somente na dgua em estado bruto (p < 0,05) (Figura 2). A
mortalidade foi significativa na segunda série de testes entre
0 controle e a exposi¢do a agua bruta e entre esta e a agua
diluida do arroio (p < 0,05).

O desenvolvimento embrionério de gastrépodes limnicos
tem sido empregado com sucesso para detectar efeitos toxicos
de metais (Gomot, 1998) e compostos organicos (Tate et al .,
1997; Lanzer et al., 1999). Oliveira-Filho et al. (2005), por
outro lado, encontraram que caracéis recém-eclodidos de B.
tenagophila foram mais suscetiveis ao endosulfano, nonilfenol
e etanol do que os embriBes e adultos. A divergéncia entre os
autores deve estar no end point escolhido. Enquanto Oliveira-
Filho et al. (2005) testam a toxicidade aguda (mortalidade)
em exposicOes até 96 horas, Tate et al. (1997) e Lanzer et al.
(1999) avaliam atoxicidade cronica (reproducéo). O uso de
dados da toxicidade cronica € essencial para a avaliagao
ecotoxicol dgica de substancias quimicas (Radix et al., 2000).

O ensaio com o desenvolvimento embrionério de B.
tenagophila mostrou-se mais sensivel que o teste de reproducéo
de D. magna na determinacdo da toxicidade crénica de misturas
presentes em arroios poluidos por despejos domésticos e
industriais. O estudo enfatiza a necessidade de testes com
espécies e nivel's de organizacao biol dgica distintos na predicéo
do risco ambiental.
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Figura 1 — Nimero médio de neonatos de D. magna exposta ao corante
Remazol Brilliant Blue R (RBBR) nas concentragoes de 10 e 25 mg L e controle.



30 J.Braz Soc. Ecotoxicol., v. 2, n. 1, 2007

Tabela 1 — Desenvolvimento embrionério de B. tenagophila exposta ao corante

Remazol Brilliant Blue R (RBBR). A — Controle; B — 10 mg L do corante; C — 25 mg L.

Lanzer et al.

A
Estagios/dias Mérula Trocofora Véiger Hipo-estagio Eclosio Mortalidade
0 100% 0% 0% 0% 0% 0%
2 0% 100% 0% 0% 0% 0%
4 0% 6% 94% 0% 0% 0%
6 0% 0% 3% 94% 0% 3%
8 0% 0% 0% 96% 0% 4%
10 0% 0% 0% 96% 0% 4%
12 0% 0% 0% 52% 44% 4%
14 94% 6%
B
0 100% 0% 0% 0% 0% 0%
2 35% 65% 0% 0% 0% 0%
4 4% 56% 40% 0% 0% 0%
6 2% 9% 49% 40% 0% 0%
8 0% 9% 0% 88% 0% 3%
10 0% 0% 0% 88% 0% 12%
12 0% 0% 0% 85% 0% 15%
14 50% 35% 15%
C
0 100% 0% 0% 0% 0% 0%
2 0% 99% 0% 0% 0% 1%
4 0% 7% 90% 0% 0% 3%
6 0% 7% 0% 90% 0% 3%
8 0% 0% 0% 90% 0% 10%
10 0% 0% 0% 90% 0% 10%
12 0% 0% 0% 82% 7% 11%
14 60% 27% 13%
25
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Figura 2 — Numero médio de neonatos de D. magna exposta a &gua do arroio Tega, Caxias do Sul, RS, em estado bruto, diluida 50% e controle.
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Tabela 2 — Desenvolvimento embrionario de B. tenagophila exposta a agua do arroio Tega, Caxias do Sul, RS.
A — Controle; B — estado bruto; C — diluida 50%.

A
Estdgios/Dias Moérula  Trocéfora Véliger Hipo-estdgio Eclosio Mortalidade
0 100% 0% 0% 0% 0%
2 98% 0% 0% 0% 2%
4 0% 96% 0% 0% 4%
6 0% 0% 95% 0% 0% 5%
8 0% 0% 95% 0% 5%
10 0% 0% 87% 4% 9%
12 0% 0% 44% 47% 9%
14 88% 12%
B
0 100% 0% 0% 0% 0%
2 97% 0% 0% 0% 3%
4 13% 82% 0% 0% 5%
6 0% 95% 0% 0% 5%
8 0% 95% 0% 0% 5%
10 0% 93% 0% 0% 7%
12 0% 91% 0% 0% 9%
14 0% 100%
C
0 100% 0% 0% 0% 0%
2 52% 47% 0% 0% 1%
4 7% 58% 34% 0% 0% 1%
6 0% 32% 53% 14% 0% 1%
8 0% 32% 11% 56% 0% 1%
10 0% 32% 11% 56% 0% 1%
12 0% 32% 11% 56% 0% 1%
14 0% 100%
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