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Synopsis

The LCso of Neritina virginica (gastropod) to hexaclorocyclohexane (CeHeCls) was

determined.

1,482 mg hexaclorocyclohexane/l.

A series of experiments was prepared during a period of 96 hours using
different hexaclorocyclohexane concentrations.

The LCso to Nerdtina virngindica was
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Introducao

0 uso de pesticidas sintéticos, especial-
mente organoclorados, tem representado
uma importante fonte de poluentes de ori-
gem quimica para as comunidades aquati-
cas naturais (Ruivo, 1972).

Alguns inseticidas sao considerados
perigosos, por matszremorganismos mesmo em
concentragaes extremamente baixas
(Negherbon, 1959), enquanto outros mani-
festam sua acao por serem altamente re-
sistentes a degradagao fisica e micro-
biana (Wilkinson et al., 1964; Croker &
Wilson, 1965) ou por serem capazes de se
acumular nos sistemas biologicos
(Butler, 1968a).

Os animais aquaticos que vivem proxi-
mo as praias, ou nas praias, podem ser
atingidos por pesticidas, devido a serem
eles transportados pelos sistemas de dre-—
nagem até seus habitats, onde podem se
acumular (Butler 1966, 1968a).

Resultados de estudos com inseticidas
em organismos marinhos demonstram que
concentragoes insuficientes para o con-
trole de muitas espécies de insetos in-
clusive varios mosquitos de "salt-
marshes'"**, matam ou imobilizam crusta-
ceos, peixes e moluscos (Eisler 1969;

(*) Aluna do Curso de Pos-Graduacao do
Instituto Oceanografico.
"Salt-marshes" representam a regiao
coberta por vegetais, geralmente
fanerogamos, na zona entre-marées
superior do estuario (McDonald &
Barbour, 1974).
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1970a e 1970b), matam ovos e larvas de
moluscos bivalves (Davis, 1961), induzem
mudangas deletérias na composigao do te-
cido de moluscos (Eisler & Wenistein,
1967) e teleosteos (Eisler & Edmunds,
1966; Eisler, 1967) e interferem no de-
senvolvimento do ovario de moluscos
(Eisler, 1970a) e teleosteos (Boyd,
1964).

Os moluscos tem grandes vantagens co-
mo animais-teste: sao faceis de serem
coletados; especialmente o gastropode
Neritina vinginica, freqiente na regiao
do manguezal do Estuario de Santos. Po-
dem ser mantidos em laboratorio, ate
produzirem larvas que tem sido utiliza-
das em biocensaios (FAO, 1977). Entre-
tanto, ao lado destas vantagens, encon-
trou-se adesvantagem de oanimal possuir
concha, oque o isola do meio ambiente e
dificulta a observagao.

Apesar do conhecimento da limitagao
que o animal oferece, optou-se pelo uso
de Neritina vinginica, por nao serem co-
nhecidos testes de toxicidade ao BHC para
esta espécie, de ampla distribuigao tro-
pical (Keen, 1971).

0 objetivo do experimento realizadc
foi o de estabecer a CLso para o pesti-
cida organoclorado hexaclorociclohexano
(BHC) e observar o comportamento dos ani-
mais sobreviventes apos o periodo de tes-
tes. Para isso, foram realizados varios
testes preliminares em intervalos de di-
ferentes concentragoes de BHC e, a par-
tir destes, estabeleceu-se o intervalo-
—limite de sensibilidade dos organismos.
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Material e métodos
Area de coleta do animal-teste

Os animais foram coletados no manguezal
que circunda o Canal de Bertioga (24°5'S;
46°10'W), na Ilha de Santo Amaro, Muni-
cipio do Guaruja, Sao Paulo (Fig. 1).

Ha no local uma alta den51dade destes
animais, os quais, na maré baixa, sao
fac11mente capturados scbre folhas de
Sparntina sp. ouno fundo, proximo aos
caules desta planta.

Para as tres coletas realizadas, ava-
riacao de salinidade da agua do local
foi de 20 a 24°/oc0.

Segundo a CETESB (1978), o teor de
BHC no Estuario de Santos varia desde
tragos ate 0,56ug/1.
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Fig. 1. Detalhe reduzido da carta nautica
ca n. 1701 (DHN), com indicagao
da posicao de coleta de Newitina
virginiea.

Metodologia

Apdos a coleta, os animais-teste foram
transportados para aquarios do laborato-
rio do Instituto 0ceanogr5fico da USP,
onde permaneceram por pcrlodo de uma se-
mana em fase de acllmatagao, em agua do
mar retirada do proprio local de coleta.
Foram, nesse periodo, alimentados com
uma mistura de algas planctonicas.

A substancia toxica utilizada no tes-—
te foi o pesticida hexaclorociclohexano
(BHC) de procedencia da I.R.F. Matarazzo,
com grau técnico de 12% do isomero gama.
A concentragao foi considerada 100% des-
se isomero, visto que os demais tem po-
der toxico reduzido. O material toxico
foi solubilizado em acetona P. A., numa
concentragao de 2%.

0 periodo de testes foi de 96 horas.
Foram realizados varios testes em tres

faixas-limite de concentragao de BHC.
Na primeira série de testes, as concen-
tragoes usadas foram: 0,0; 0,0010;
0,0056; 0,0100; 0,0560 mg/l. Na segunda
serie de experimentos, as concentragoes
de BHC usadas foram: 0,0; 0,5600; 1,0000;
5,6000; 10,0000 e 25,0000 mg/l. E na
terceira, as concentragoes de BHC foram:
0,0; 1,1200; 1,3000; 1,5000; 1,7400 e
2,0000 mg/1.

Para realizacao dos testes foram uti-
lizados frascos Erlenmayer de 1.000 ml.
Os animais foram transportados para es-—
tes recipientes, onde foi colocada zZgua
do mar filtrada em filtro Millipore HA a
temperatura ambiente que, no periodo de
testes, variou entre 21 e 24°C; esta
temperatura foi registrada para os aqua-
rios-teste e para os controles. A sali-
nidade da agua foi mantida a mesma da
agua local, isto e, entre 20 e 24°/co0,
nao havendo maior variagao durante o
teste. O pH foi mantido ao redor de 7,6.
A agua dos aquarios foi aerada mecanica-
mente, Utilizou-se 10 animais para cada
frasco.

Foram realizadas observasoes de 24 em
24 horas. Em cada observagao, os ani-
mais foram retirados dos frascos-teste e
colocados em placas de Petri com agua do
mar filtrada em filtro Millipore HA, pa-
ra ser verificado se os animais estavam
vivos ou mortos; o animal vivo abria seu
opérculo apos alguns minutos neste meio.

Depois de cada série de experimentos,
os animais sobreviventes foram colocados
em aquarxos com agua do mar, com a ali-
mentacao ja descrita, e aeragao adequada.
Foram observados pelo periodo de uma_se-
mana para avaliacgao de sua recuperagao.

Resultados

Foram realizados experimentos prelimina-
res com diferentes concentragoes de BHC,
a fim de ser determinada a faixa de con-
centragao deste produto quimico onde pu-
desse ser calculada a CLsg para Neritina
vinginica, desde que nao havia referen-
cias bibliograficas anteriores.

A primeira serie de testes foi reali-
zada com as concentragoes de BHC varian-
do entre 0,0 e 0,1000 mg/1.

A porcentagem de morte apos 96 horas
foi 0; apos o teste, os sobreviventes
foram colocados em aquario, com agua do
mar retirada do local de coleta, alimen-
tados, arejados e observados durante uma
semana., Durante este periodo, nao foi
constatada morte dos animais.
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Para a segunda série de experimentos,
as concentracoes de BHC usadas foram as
que variaram entre os limites de 0,0 a
25,000 mg/1l. Na observacac, apos 24 ho-
ras de teste, verificou-se morte de
100%Z dos animais nas concentracoes de
5,600, 10,000 e 25,000 mg/1l de BHC.

A partir destes experimentos, estabe-
leceu-se as concentragoes-limite de BHC
para o teste de toxidez aguda e calculo
da CLsg; estas concentragoes variaram
entre 1,120 e 2,000 mg/1 de hexacloro-
ciclohexano.

Para os quatro experimentos realiza-
dos neste limite de concentragao, obte-
ve-se doic "pontos de morte' dos animais
(Tab. 1): um, na concentragao de 1,3000
mg/l de BHC com 607 de morte; e outro,
na concentragao de 2,000 mg/l, com 90%
de morte.

Apos o teste de 96 horas, os animais
sobreviventes foram colocados em aqua-
rios e observados pelo periodo de uma
semana. Neste periodo, todos os sobre-
viventes das concentragoes de 1,300,
1,500, 1,740 e 2,000 mg/l de BHC morre-
ram, enquanto que 507 dos sobreviventes
da concentracao 1,120 mg/l continuaram
vivos.

A CLso foi calculada a partir da ana-
lise de regressao linear dos dados obti-
dos. O valor calculado para 50%Z de mor-
te em Neritina virgindea foi 1,4815 mg/l
de BHC. O valor obtido para o coefi-
ciente de correlacao linear de Pearson
(r) foi 0,6703 que, para o teste de hi-
potese de Student(t), foi aceito.

Discussio

E relativamente simples determinar o ni-
vel de poluente que causa reagoes toxi-
cas agudas; como, por exemplo, estabe-
lecer uma quantidade de pesticida reque-
rida para matar uma espéecie de animal em
um dado periodo de tempo. Mas & mais
dificil, e mais importante, determinar
niveis cronicos de substancias quimicas

Tabela 1. Porcentagem de morte de Neaitina
virginica em presenca de BHC nas
concentragoes variando de 1,120
a 2,000 mg/1

T morte I morte T morte 1 morte
48 horas 72 horas 96 horas total

3 morte

Concentragoes 24 harss

0,000 0 0 [} 10 0
1,120 10 1] o 10
1,300 0 20 un 60
1,500 10 0 10 20
1
2

e o oo

Ll i 0 L] Lo
,0oo 50 10 0 30

=3

piresentes no ambiente; neste caso, a
substancia em concentragoes subletais
pode interferir com o crescimento ou re-
producao sem, muitas vezes, poder ser i-
dentificada (Butler, 1968).

0 conhecimento da sensibilidade de
moluscos a substancias toxicas foi um
dos fatores para a escolha de Neritina
virginica na realizagao de uma série de
fatores-teste para determinacao de doses
letais de BHC.

Em todos os experimentos realizados na
faixa de concentragao estabelecida para
a determinagzo da CLsg, obteve-se uma
alta porcentagem de morte de individuos
(60%), a uma concentragao intermediaria
de BHC, e 90% de morte, em concentragao
mais elevada.

Nos experimentcs realizados com
Neritina virginica, observou-se que os
animais colocados nas concentragoes mais
baixas (1,120 e 1,300 mg/l) do pesticida
permaneciam deslocando-se pelo frasco,
perdendo apenas a capacidade de subir e
ficar na interface ar-agua como os ani-
mais—controle.

Nas tres concentragoes mais altas de
poluentes (1,500, 1,740 e 2,000 mg/1),
entretanto, logo apos serem colocados no
frasco-teste, os animais fecharam seus
operculos. Segundo Keen (1971), gastro-
podes do genero Nenitina tem um operculo
perfeitamente adaptavel a abertura da
concha, fechando-a em condigoes adversas
do meio ambiente.

Nos experimentos realizados, as con-
centracoes mais altas de poluentes con-
dicionaram o fechamento do opeéerculo dos
animais. Este comportamento isola o
animal do meio ambiente, apenas permi-
tindo, provavelmente, pequena absorgao
de pesticidas quando este abria a concha
para inspecionar o meio, ou atraves da
agua ao encher sua conha e banhar sua
camara respiratoria ao ser o animal co-
locado no frasco-teste.

Este comportamento peculiar € um fa-
tor limitante para o uso de Neadltina
virginica e de outros gastropodes para
teste de toxidez aguda, embora estes
animais apresentem vantagens ja enume-
radas.

Resumo

Uma série de experimentos foi realizada
com o objetivo de estabelecer a CLsp pa-
ra o molusco gastropode Neritina
virginica em relagao ao hexaclorociclo-
hexano conhecido, comercialmente, como
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BHC (Europa) e HC (EUA). As concentra-

goes usadas de BHC variaram entre os li-
mites de 1,120 a 2,000 mg/l e os experi-

mentos tiveram a duracao de 96 ho-
ras. 0 valor obtido de CLsp 96 ho-
ras para Neadtina virgdndica foi de
1,482 mgBHC/1.
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