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COMPORTAMENMNTO DE BIOMPHALARIA GLABRATA (SAY, 1818)
COMO CRITERIO DE TOXICIDADE EM ENSAIOQOS BIOLOGICOS
COM MOLUSCICIDAS

OTAVIO S. PIERI
PEDRO JURBERG

Visando & aplicagdo sistemdtica de pardmetros comportamentais como indicado-
res da acdo toxica de moluscicidas empregados no combate aos hospedeiros intermedid-
rios do Schistosoma mansoni, um procedimento para avaliacdo quantitativa do efeito de
dose sobre 0 comportamento de Biomphalaria glabrata foi desenvolvido, com base no pa-
radigma recomendado pela O.M.S. para ensaios biologicos e envolvendo registro compor-
tamental por cinematografia com lapso de tempo: caramujos com 5 7/8 + 1/8 giros eram
submetidos a diferentes concentracoes subletais de sulfato de cobre durante 24 horas e
em seguida transferidos para recuperacdo em dgua destilada desionizada, a partir da andli-
se dos registros foram computados (a} a freqiiéncia total de subidas a superficie por indi-
viduo, (b} a freqiiéncia total de sardas da dgua por individuo e {c}) a propor¢ao média de
individuos no terco superior do recipiente de teste. O método Litchfield-Wilcoxon foi
empregado para determinagdo de indices de referéncia { denominados ‘“‘concentracles de
efeito comportamental de 500" ou CECso/) em relagdo a cada pardimetro, e os valores
obtidos — fa) 0,010, (b) 0,006 e (¢} 0,029 ppm de cobre — ndo s6 evidenciaram a exequi-
bilidade da aplicacdo sistemdtica de critérios comportamentais de toxicidade, como se re-
velaram capazes de detectar o efeito toxico do produto em concentragoes muito inferio-
res as obtidas nas determinacoes convencionais de letalidade. Os dados também mostraram
alteracdes na atividade dos caramujos em decorréncia do ciclo de iluminacdo dia-noite.
Embora o esclarecimento dos aspectos etologicos envolvidos no problema do controle
quimico do vetor dependa da andlise das relagGes entre o individuo e seu ambiente natu-
ral, estudos de laboratorio com mensuracoes acuradas de pardmetros relacionados a com-
portamentos de protecdo podem fornecer subsidios relevantes a respeito.

A escolha de compostos quimicos para 1150 como moluscicidas no controle da
xistossomose depende de critérios miltiplos, em que sdo levados em conta fatores como
toxicidade, estabilidade, facilidade de aplicacdo e pre¢o (Paulini, 1965). No que diz res-
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peito & caracterizagfo da atividade toxica dos produtos, padronizou-se uma técnica para a
realizacio de ensaios biol6gicos em laboratorio (World Health Organization, 1965), de
modo a permitir 2 comparagdo dos resultados obtidos por diferentes pesquisadores, nas
vérias partes do mundo e com as diversas espécies de moluscos.

O procedimento padrio consiste em determinar o nivel de toxicidade de um no-
vo produto (ou de um j4 conhecido, mas em novas condi¢des) submetendo-se grupos de
caramujos a diferentes concentrag@es do composto e verificando-se as respectivas taxas de
mortalidade. Os animais sdo colocados em recipientes contendo as solugdes de teste, ali
permanecendo por 24 horas (perfodo de exposi¢do); ao final, s3o levados ¢ transferidos
para recipientes com 4gua pura, onde permanecem por 24 horas ou mais (perfodo de recu-
peracdo). Os caramujos sdo entdo examinados, registrando-se 0 nimero de mortos em ca-
da concentracdo. O indice de toxicidade do moluscicida € calculado estatisticamente com
base nessas determinacdes de mortalidade, sendo expresso em termos de uma concentra-
cdo letal (LC) de referéncia: em geral aquela correspondente a taxa de 50% (LCsq) Ou

90% (LCyp) de mortes.

Recentemente, outros critérios para avaliar a toxicidade de um composto, além
da letalidade, tém sido desenvolvidos, visando 4 obtengdo de medidas mais abrangentes e
rigorosas. Cheng & Sullivan (1973b) compararam o efeito de dois compostos de cobre
em B. glabrata, utilizando dados respirométricos ao lado das determinagdes de mortalida-
de. Esses mesmos autores (Cheng & Sullivan, 1973a), analisando a influéncia do sulfato
de cobre sobre a taxa de batimentos cardiacos de B. glabrata, verificaram ser €ssa uma me-
dida muito sensrvel as diferentes concentracges daquele moluscicida, e sugeriram sua utili-
zacdo em ensaios biolégicos. Malek & Cheng (1974) propuseram o emprego sistematico
das determinacdes respiromeétricas ¢ de batimentos cardiacos para testar a agdo dos molus-
cicidas numa base mais ripida e quantitativa, O método, sugerido como uma complemen-
tacio dos testes de letalidade para Biomphalaria spp., consistia numa combinagao dos pro-
cedimentos empregados por Cheng & Sullivan (1973a, b) e observagSes concomitantes no
comportamento dos caramujos.

Até o presente, hd apenas referéncias qualitativas aos aspectos comportamentais
em ensaios com moluscicidas. Nolan, Bond & Mann (1953), triando uma série de compos-
tos, relataram as seguintes reagoes de B. glabrata durante ¢ imediatamente depois da expo-
sicdo: retracdo do corpo na concha, extensdo do corpo além da margem palial da concha,
safda da 4gua e imobilidade; nfo foram feitas, entretanto, consideragdes sobre a ocorrén-
cia desses padrdes em fungdo da toxicidade dos produtos, sendo esta determinada em ter-
mos de mortalidade. Harry & Aldrich (1963), por sua vez, descreveram em B. glabrata um
conjunto de reagdes agOnicas (“‘distress syndrome’’) a fons metdlicos, identificando vérias
categorias comportamentais, como a permanéncia do animal no fundo do aqudrio com a
massa cefalopodal distendida, incapaz de fixar-se com o pé no substrato e ir i superficie
para respirar, A ocorréncia dessa sindrome variava de acordo com a natureza do ion ¢
com a concentracio a que os individuos eram submetidos, permitindo determinar a maior
ou menor toxicidade dos fons: aqueles em que se observavam reagoes agOnicas e menores
concentracOes eram classificados como mais toxicos. Cheng & Sullivan (1973a) identifica-
ram diferencas comportamentais em B. glabrata de acordo com a concentragao de sulfato
de cobre: retragdo na concha ou, as vezes, liberagdo de bolhas de gds provenientes da cavi-
dade palial, produgdo de muco na regido pedal (acima de 1,0 ppm de cobre) e reacdes

agbnicas (a 0,01 ppm de cobre).

Embora nos estudos acima referidos ndo se tenham caracterizado quantitativa-
mente os padrGes comportamentais identificados, as evidéncias obtidas sugerem claramen-
te a possibilidade de se determinar a toxicidade dos produtos testados em termos de dife-
rencas mensurdveis no comportamento. Tanto Harry & Aldrich (1963) quanto Cheng
& Sullivan (1973a) consideravam apenas a presenga ou auséncia de um dado conjunto de
reacdes como indicador de agdo toxica e, talvez por 1SS0, 0s Critérios comportamentais
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nio tenham alcancado o grau de precisdo desejado. No presente trabalho procurou-se de-
terminar parametros quantitativos capazes de detectar diferengas de comportamento en-
tre niveis de concentracdes relativamente préximas, de modo a fornecer indices de toxici-

dade fidedignos.

MATERIAL E METODOS

1. Animais

Foram utilizados caramuijos da espécie B. glabrata provenientes do Laboratério
de Xistossomose do Instituto Oswaldo Cruz. Seis meses antes do inicio dos testes, cipsulas
oviferas de um tnico adulto foram transferidas para um tanque de amianto (dimensGes
internas: 62cm X 62¢m x 25cm) contendo dgua previamente mantida no escuro por um
més. Na mesma ocasifo foram colocados alguns ramos de Elodea canadense e exempiares
de Poecilia reticulata (*‘guppy™). A criacdo era alimentada com alface fervida ¢, mensal-
mente, adicionavam-se cerca de 10 g de carbonato de cdlcio (precipitado leve) a dgua. G
tanque de criacdo era mantido no interior do laboratério, em local sob incidéncia da luz
solar, mas ao abrigo de variag®es extremas de temperatura. Semanalmente, o nivel da dgua

era completado com 4gua destilada,

Para os ensaios eram selecionados individuos meldnicos com didmetro da concha
medindo entre 15 e 20 mm, Ap0s a realizagdo dos testes, procedeu-se 4 determinagdo pre-
cisa das dimensdes de 28 exemplares, aleatoriamente escolhidos entre os caramujos utili-
zados: o didmetro da concha foi de 176 * 0,86 mm (média e desvio-padrdo) e o nimero
de giros, 59 * 0,29 (média e desvio-padrio).

2. Material

Os testes eram realizados no interior de uma cdmara construida para oferecer ilu-
minacdo com ciclo dia-noite e temperatura controlada (25 + 10C), além de permitir a in-
corporacio de uma unidade de registro comportamental por cinematografia com lapso de
tempo (30 segundos de intervalo quadro-a-quadro). Uma descri¢do detalhada dessa apa-
relhagem foi apresentada por Pieri, Jurberg & Raymundo (1980).

A Fig. 1 mostra esquematicamente o recipiente de teste em visfo frontal, tal como
registrada pela filmadora. Medindo 18cm x 30cm x 2,5cm, esse recipiente possuia uma divi-
soria vertical no meio separando dois compartimentos com capacidade superior a 500 ml
cada (cd e ce, na Fig. 1). As pecas componentes tinham 0,2cm de espessura, e foram colo-
cadas com borracha e silicone transparente marca Dow Corning. Na face de trds era afixa-
do externamente um cartdo plastificado com quadriculas de 3 x 3cm (q, na Fig. 1), de
modo a permitir a determinagdo da posi¢do dos individuos no espago vertical.

As solugdes para os testes foram preparadas com sulfato de cobre penta-hidrata-
do (CuSO,. 5H,0) P.A. (procedéncia J.T. Baker Chemical Co.) em dgua destilada desioni-
zada (ADD). Esta era obtida por repetidas passagens de dgua destilada em desionizador
marca Permution modelo 1800 até se alcancar uma condutividade inferior a 1,0 mi-
cromho/cm. Inicialmente, foram dissolvidos 16mg do produto em quatro litros de ADD,
obtendo-se assim uma solugdo de 1 ppm de cobre. Em seguida, por dilui¢Ses sucessivas a
quarta parte, foram obtidas as solugdes de 0,25 ppm, 0,062ppm, 0,016 ppm, 0,004ppm ¢
0,001ppm de cobre. Um sétimo nivel de tratamento, o de controle, toi constituido ape-
nas por ADD. A escolha do sulfato de cobre como meio téxico para os ensaios deveu-se
ndo s6 a sua longa utilizagdo no controle da xistossomose (Duncan, 1974) como também
ao seu emprego como moluscicida de referéncia nos testes com novos produtos (Bruaux
& Gillet, 1961). Além disso, é em relagdo a esse composto que se registra na literatura
maior nimero de observacSes comportamentais, tanto em estudos de laborat6rio como de

campo.

i
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Fig. 1 - Representagdo esquemadtica do recipiente de teste para a determinagzo de indices comporta-
mentais de toxicidade de moluscicidas com Biomphalaria glabrata. visdo frontal, tal como registrado ci-

nematograficamente.

cd, compartimento direito; ce, compartimento esquerdo; fa, faixa horizontal de 3em acima do nivel
da agua; fp. idem de 0 a 3cm de profundidade; fc, idem, de 3 a 6em de profundidade; fy, idem, de 6
a 9cm de profundidade; fg’ idem, de 9 a 12cm de profundidade; ff, idem, de 12 a 15¢cm de profundi-
dade: ic, indicador de concentracao; ir, indicador de pertodo de recuperacgio;is, indicagdo do nitmero
da sessdo: na. nivel da agua; q. quadricula; re, reldgio; ss, sujeitos,

3. Procedimentos

O procedimento obedeceu basicamente ao paradigma recomendado pela O.M.S.
para realizagdo de ensaios biolégicos com moluscicidas (World Health Organization,
1965). As modificagGes introduzidas visaram tdo-somente a permitir o registro comporta-
mental por cinematografia, exce¢do feita ao fato de que, no presente trabalho, nenhuma
cobertura foi colocada sobre os recipientes de teste. Os ensaios consistiam em submeter
grupos de cinco individuos a 500 ml das diferentes solugses, durante 24 horas (periodo de
exposi¢do), ao final das quais eram enxagiiados e transferidos para igual volume de ADD
onde permaneciam um minimo de 24 horas (periodo de recuperagdo). Em cada nivel de
tratamento foi testado um total de 20 caramujos, havendo quatro réplicas para uma mes-
ma concentra¢do. Como o recipiente de teste permitia o registro simultdneo de dois gru-
pos, foram realizadas 14 sessdes com os grupos distribuidos de acordo com um arranjo
especialmente elaborado: em primeiro lugar, levou-se em conta a localizagdo dos compar-
timentos, planejando-se duas réplicas de cada nfvel de tratamento no lado direito e duas
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no lado esquerdo; também foi levado em consideracdo a diferenca de tempo entre as pri-
meiras sesses e as ultimas, arran]ando-se os grupos de forma que cada nivel de tratamen-
.to fosse testado tanto nas iniciais quanto nas finais (Tabela I).

TABELA |

Arranjo dos grupos testados nos compartimentos esquerdo e direito do recipiente de teste, nas 14 sucessivas sessOes experimentais, para o estabeleci-
mento de indices comportamentais de toxicidade de moluscicidas com Biomphalaria glabrata

Sessées Numeros

Compartimentos

{ 2 3 4 b O 7 8 9 10 i1 12 i3 14
Esquerdo 0,004 1,00 0,062 0,001 0,25 CON 0,016 (4,062 1,00 06,001 0004 0,25 0,016  CON
Direito 0,25 0,016 CON 1,00 0,001 0,062 0,004 CON 0,25 0,016 1,00 0004 0062 0,001

OBS. : Os grupos estfo identificados pela concentragdo de cobre {(ppm) a que foram submetidos no periodo de exposigdo, com cxcegdo do grupo de controle, identificado
por CON.

Um dia antes de cada sessdo, eram retirados 15 caramujos ¢ 1.500 ml de dgua do
tanque de cria¢do ¢ colocados em um recipiente no interior da cdmara para aclimatacgo,
com alimento (alface tervida) ad libitum. Também as solucGes a serem testadas e a dgua
de recuperacdo eram deixadas de véspera na cimara. As sessOes comecavam sempre as 12h
de modo que os grupos sofriam um regime de luz-escuro-luz, durante 6,12 e 6 horas, res-
pectivamente. I'al esquema toi escolhido por propiciar uma forma de controle balanceado
da sequéncia dia-noite: com inicio das sessGes ao meio-dia, o efeito da precedéncia da fase
diurna sobre a noturna seria minimizado. Pouco antes do inicio da sessdo, o recipiente de
teste era lavado em detergente marca Extran e enxaguado. repetidas vezes com ADD. De
acordo com o esquema preestabelecido no quadro 1, os compartimentos do aqudrio eram
enchidos com as respectivas solugdes até a altura de 15cm, isto €, a 3cm da borda, e coin-
cidindo com a penultima linha horizontal do cart&o quadriculado atrds do aqudrio (na, na
Fig. 1); essa altura correspondia a 500 ml de solu¢do. Uma pequena etiqueta com indica-
¢do da concentragdo testada era colada na face frontal de cada compartimento, acima do
nivel da dgua (ic, na Fig. 1); ao lado do rel6gio, era colocada uma tira de papel com indi-
cacdo do namero da sessdo (is, na Fig. 1). Cinco dos caramujos aclimatados eram, entéo,
aleatoriamente colocados em cada compartimento (100 ml por individuo), dando-se ini-
cio imediato a filmagem; OS cinco restantes permaneciam no recipiente de aclimatac¢do ao
longo de toda a sessdo, sendo que nem a estes nem aos testados era fornecido alimento.
Ao tinal das 24 horas de exposi¢do, 0s grupos passavam por tré€s enxaguaduras sucessivas
em recipientes com 500 ml de ADD, numa operagdo que durava cerca de 3 minutos; o
aqudrio, por sua vez, era lavado da mesma maneira que antes da sessdo, enchendo-se, de-
pois, ambos 0s compartimentos com ADD até a altura determinada; em seguida, os cara-
mujos eram recolocados nos respectivos compartimentos sendo uma segunda tira de papel
afixada ao lado do rel6gio, indicando tratar-se do periodo de recuperacgdo (ir, na Fig. 1).
Caso ao termo das 24 horas seguintes algum dos individuos ainda nfo tivesse alcangado a
superficie, a sessdo prosseguia até que® tal se verificasse, ou que se constatasse sua morte.

Os seguintes parimetros comportamentais foram escolhidos para mensuragdo e
andlise, com base nos registros cinematogrdficos:

a. freqiiéncia de subidas a superficie: esse pardimetro se referia aos deslocamen-
tos em que a massa cefalopodal dos individuos imersos atingisse o nivel da dgua e era me-
dido computando-se, no conjunto das quatro réplicas de cada nivel de tratamento, o total
de ocorréncias verificadas durante as 48 horas de teste (24h de exposi¢do e 24h de recupe-

ra¢ao);

b. frequéncia de saidas da dgua: esse pardmetro dizia respeito aos deslocamentos
que resultassem na total emersdo dos caramujos e era medido da mesma forma que o pa-
rdmetro anterior, computando-se, no conjunto das quatro réplicas de cada nivel de trata-
mento, o total de ocorréncias nas 48 horas de teste;
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c. distribui¢fo no espago vertical: esse pardmetro fazia referéncia a localizagdo
dos individuos em relacdo ao nivel da dgua, computando-se, no conjunto das quatro répli-
cas de cada nivel de tratamento, a média do numero de caramujos registrados no terco
superior do recipiente de teste (faixas faA, fB e fC da Fig. 1) ao final de cada 30 minutos
das 48 horas de teste (24h de exposi¢do e 24h de recuperagao).

Para verificar se os parametros escolhidos traduziram efetivamente um efeito de
dose, a linearidade da relacdo efeito/log dose foi testada estatisticamente através do me-
todo do coeficiente de determinacdo (Daniel, 1974). As determinagOes comportamentais
de toxicidade foram levadas a efeito para cada pardmetro, segundo um procedimento ana-
logo ao descrito por Malek & Cheng (1974) para o calculo dos valores de LCso pelo méto-
do grafico Litchfield-Wilcoxon: na abscissa do papel de probabilidade lognormal eram lo-
cadas as concentracdes de moluscicida; na ordenada, eram dispostas as medidas obtidas do
parametro, expressas como percentagens em relacdo aos valores do grupo de controle;
com os pontos assim marcados, uma linha era tragada por interpolagdo grdtica, represen-
tando as medidas percentuais esperadas do pardmetro, dentro da amplitude das concentra-
coes testadas; em seguida, verificava-se a adequagdo da reta pelo teste qui-quadrado; em
caso afirmativo, o ponto da abscissa correspondente a 50 na escala de percentagens era
tomado como o valor de referéncia para caracterizar o efeito comportamental do produto
considerado, em relagfo ao parimetro em questdo. Esses valores, calculados um para cada
pardmetro, foram aqui denominados *“‘concentracdes de efeito comportamental de 50%”
(representadas pela abreviatura CECso) e constituiram os {ndices comportamentais da

acdo toxica do produto testado.

RESULTADOS

Na Tabela II, a coluna C apresenta as medidas obtidas em cada parametro com-
portamental nos diferentes niveis de concentracdo do moluscicida sulfato de cobre. A
adequagio dessas medidas para a determinag@o dos indices de toxicidade do produto em
relagdo aos respectivos parametros foi comprovada pela rejeigao da hipOtese de ndo haver
efeito de dose: verificou-se uma relacdo linear entre os logaritmos dos niveis de concentra-
cdo e (a) totais de subidas & superficie, por individuos (F(1,4) = 21,96; P<<0,05), (b} os
totais acumulados de saidas da dgua, por individuos (F(1,4) = 22,40; P<0,05) ¢ (c) as
propor¢Oes médias de individuos no tergo superior do recipiente de teste (F(1.4) = 97,85;
P<0,05). Com base na determinagdo grafica das percentagens obtidas ¢ esperadas para
cada parametro comportamental (Fig. 2; Tabela 2, colunas D ¢ E), e uma vez confirmada
a adequacfo das respectivas retas de regressdo (Tabela II, coluna F), obteve-se a concen-
tracdo de efeito comportamental de 50% (CECs,) para os trés pardmetros considerados

(Fig. 2; Tabela II, coluna G).

A Tabela III mostra a distribuicdo proporcional média de individuos a cada 6 ho-
ras de exposi¢do e recuperagdo nas sucessivas faixas de recipiente de teste sob diferentes
concentra¢des de sulfato de cobre. Comparando-se estatisticamente (teste qui-quadrado)
os valores obtidos ao nivel de 5% de significincia, verificou-se que, no grupo de controle,
a proporc¢do de individuos no tergo superior do recipiente {faixas A e B) era significativa-
mente maior do que nos tercos médios (faixas C e D) e inferior (faixas E e F), em todos
os intervalos de 6 horas, tanto no periodo de exposigdc quanto no de recuperagao; o mes-
mo verificou-se a 0,001 ppm, com exce¢do das primeiras 6 horas de exposi¢do, em que
nio houve diferenca significativa entre os tergos superior ¢ inferior. Na concentragao de
0,004 ppm, constatou-se uma propor¢do significativamente mator de individuos no tergo
inferior do recipiente, na média das primeiras 6 horas; no entanto, €m todos 0s outros
intervalos, as propor¢8es médias no tergo superior € que sé mostraram significativamente
maiores. A 0,016 ppm as proporgdes obtidas no tergo inferior do recipiente de teste foram
significativamente maiores em todos os intervalos de 6 horas do periodo de exposi¢do; na
recuperacdo, por sua vez, constatou-se O Oposto, cOm as proporgdes no ter¢o superior
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TABELA 11

Passos na determinagdo dos indices de toxicidade do moluscicida sulfato de cobre em
relacdo a trés parimetros comportamentais de Biomphalaria glabrata, segundo o método
Litchfield-Wilcoxon (adaptado de Malek & Cheng, 1974). CECs, , concentracdo de efeito
comportamental de 50%; m, ntmero de concentra¢fes locadas; n, niimero de caramujos
por concentragdo; P, probabilidade ; v, graus de liberdade (m — 2); X?, qui-quadrado

3

A B C D E F G

Parametros | Concentracies | Medidas do % % Adequacao | CECs
de Cobre Parametro | Obtida | Esperada | da Reta | (ppm)

controle 253 — —
0,001 260 97 .4 92 =20
a. Freqliéncia 0,004 17.5 69,2 72 -G
de subidas 0,016 54 21.3 40 <2 = 4 40 0,10
a superfi- 0,062 2.6 10,3 14 V=4 ’
cie 0,25 1.4 5,5 3 1> 0,05
1,00 0,0 0,09 0,3 ’
controle 12,3 — —
0,001 10,6 86,2 92 DY
b. Frequéncia 0,004 7,3 48,0 62 M =5
de saidas 0,016 2.4 19,5 22 <2 = 754 0,006
da dgua 0,062 0,6 4.9 3 ve 3 ’
TSN S e
controle 84 8 — —
0,001 76,9 90,7 05,5 L0
¢. Distribuic¢do 0,004 76,7 90,4 84 -6
no espaco 0,016 44 4 524 62 <2 = 4.40 0,029
vertical 0,062 31,7 374 32 — ’
0,25 20,5 242 13
1,00 0,0 1,2 35  P7005

OBS.: Foram tomados como medidas dos parametros (coluna C):

(a) total acumulado de subidas a superficie, por individuo, ao final de 48 horas de teste (24h
de exposicao ¢ 24 h de recuperacao)

(b) total acumulado de saidas da agua, por individuo, ao final de 48 horas de teste (24 h de ex-
posicdo e 24 h de recuperacao)

(c) propor¢io (%) de individuos no ter¢o superior do recipiente de teste: média das mensura-
¢Oes a cada 30 minutos de eXposigao € rccuperagao.
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Fig. 2 — Grafico de determinacido dos indices de toxididade do moluscicida sulfato de cobre em rela-
¢do a trés parametros comportamentais de Biomphalaria glabrata, segundo o método Litchfield-Wil-
coxon (adptado de Malek & Cheng, 1974). Abscissa: escala logaritmica; ordenada: escala correspon-

dente as freqii€éncias acumuladas da distribuicio normal.
As retas de trago continuo representam as linhas de regressdo para as medidas de cada parame-

tro; as retas de ponto e traco interrompido determinam, na abscissa, as concentragfes de efeito com-
portamental de 50% (CECsg) respectivas. 8, ponto da linha de regressdo correspondente a CEC+q rela-
tiva ao parametro freqiiéncia de subidas a superficie; ®, ponto da linha de regressdo correspondente a
CECsg relativa ao parametro freqiiéncia de saidas da agua; &, ponto da linha de regressdo correspon-
dente a CECjsqg relativa ao parametro distribui¢cdo no espaco vertical.

sendo significativamente maiores. A 0,062ppm, 100% dos individuos permaneceram no
fundo do aqudrio durante todo o periodo de exposicdo; a partir do segundo intervalo de
seis horas de recuperacdo, isto €, entre 30 e 36 horas decorridas do inicio do ensaio, a pro-
porcdo média no terco superior passou a ser significativamente maior. A 0,25ppm, 0s
individuos também nao sairam do fundo no periodo de exposi¢cdo; no entanto, somente
nas 6 horas finais de recuperacdo € que se verificou uma proporcdo significativamente
maior de individuos no terco superior do aqudrio.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostram, em primeiro lugar, que os procedimentos empre-
gados para a determinagdo de parametros comportamentais de toxicidade em bases quan-
titativas ¢ acuradas sdo plenamente exequiveis. O proprio paradigma recomendado pela
O.M.S. para caracterizacdo da acdo toxica dos moluscicidas pode ser obedecido em suas
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linhas gerais, e as modifica¢Ges introduzidas para efeito de registro cinematografico resul-
taram satisfatérias; o uso de um recipiente de teste com formato especial, por sua vez,
permitiu o levantamento de categorias comportamentais normalmente inobservdveis nos
recipientes convencionais; além disso, a nfdo colocagdo de tela na superficie da 4gua, per-
mitindo a saida dos caramujos, revelou aspectos importantes desse comportamento, sem
prejuizo para as determinac¢Ses de toxicidade. Um outro aspecto metodolégico, qual seja,
a impossibilidade de se testar todos os grupos ao mesmo tempo, foi resolvido satisfatoria-
mente com o arranjo das sessfes de acordo com a Tabela I: comparando-se, para um mes-
mo parimetro os dados obtidos entre réplicas realizadas em sessGes distantes em mais de
20 dias uma da outra {ou seja, entre as sessGes de 1 a 3 e as de 12 a 14) com os obtidos
entre as réplicas realizadas em sessdes com menos de uma semana de diferenga, o teste qui-
quadrado nfo revelou nenhuma discrepidncia significativa; isso significa que, pelo menos
em relacdo as categorias consideradas, um intervalo de varios dias entre as sessf¢s nao in-

terferiu nos resultados.

Em linhas gerais, os métodos aqui empregados podem ter aplicacdo iguaimente
na andlise das rela¢des de tempo-concentracgdo (TxC), de grande importdncia para o plane-
jamento de ensaios biolégicos de campo (Ritchie, 1973), bastando para isso acrescentar a
programacio das sessOes grupos submetidos a intervalos diferentes de exposi¢do como,
por exemplo, 1, 2 e 6 horas (Gillet & Bruaux, 1961). Nesse caso, um cuidado especial
deveria ser tomado no que se refere a interferéncia do ciclo dia-noite; se, por um lado, o
efeito dessa varidvel poderia ser desprezado quando se tratasse de medidas de mortalidade,
0 mesmo ndo poderia ser feito em rela¢cdo ds de comportamento. Portanto, tornar-se-ia
necessdria a formacdo de dois subgrupos para cada tempo de exposi¢do, um com regime
de iluminag¢io inverso do outro, computando-se os dadoes em conjunto.

Em segundo lugar, os resultados permitiram evidenciar uma relag¢do tipica dos
efeitos das substincias ativas sobre o organismo, qual seja a relacdo efeito/log dose
(Lison, 1976); de fato, tanto as medidas de freqiiéncia de subida a superficie ¢ saida da
dgua como as de distribuicao espacial dos individuos mostraram-se inversamente propot-
cionais aos logaritmos das concentragdes do moluscicida, pelo menos na faixa de 0,001 a
1.00ppm de cobre. Além disso, a linearidade dessas relagdes permitiu a determinagdo de
indices de toxicidade andlogos aos obtidos com base no critério de letalidade; em geral as
concentragSes de um moluscicida e as respectivas medidas de mortalidade, quando loca-
das em papel de probabilidade lognormal, tendem a produzir uma linha reta, a partir da
qual podem ser obtidos os valores de referéncia LCsq ¢ LCyo (Uemura, 1973); da mesma
forma, também em relagdo aos parametros comportamentais aqui considerados a concen-
tracdo do moluscicida testado obedeceu & distribui¢do lognormal, permitindo, com base
na reta resultante, a obtenc¢do de valores de referéncia cada qual correspondendo a con-
centracdo de efeito comportamental de 50% (CECs,) para um dado parametro.

Em terceiro lugar, constatou-se pelos resultados que os indices comportamentais
de toxicidade assim obtidos atingiram valores extremamente baixos, em comparagio com
os verificados com base no critério de totalidade. Hopf & Muller (1962), empregando ba-
sicamente 0 mesmo procedimento recomendado pela O.M.S, acima referido, e utilizando
exemplares adultos de B. glabrate (didmetro da concha de 10 a 12 mm}), obteve, como
indice de toxicidade do sulfato de cobre LCso= 2 ppm; as medidas comportamentais aqui
empregadas, por outro lado, permitiram detectar efeitos toxicos desse produto a niveis na
ordem de 10 -2 ppm (para os pardmetros freqiiéncia de subida a superficie e distribuigdo
dos individuos no espago vertical) ou mesmo de 10 ~° ppm (para o parametro freqiiéncia
de saidas da dgua).

Embora os objetivos do presente trabalho tenham dito respeito essencialmente
4 obtengdo de rndices fidedignos de toxicidade com base em critérios comportamentais,
algumas evidéncias sobre o aspecto causal ¢ funcional da questdo ndo podem deixar de ser
mencionadas. Antes de mais nada, parece nio haver duvidas de que, pelo menos na faixa
de 0,001 a 1, 00ppm de cobre, o efeito comportamental do sulfato de cobre € significativo
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tanto sobre as respostas de subida 4 superficie e de saida da dgua quanto sobre a distribui-
cdo vertical dos caramujos. Com referéncia a subida 4 superficie, todos os individuos so-
breviveram aos niveis de 0,001 a 0,25ppm de cobre e chegaram 4 tona pelo menos uma
vez até o final do ensaio; s6 a 1,00ppm é que nenhum individuo chegou & superficie, ven-
ficando-se 100% de mortes. Embora esse comportamento possa ter importante valor de
sobrevivéncia para os caramujos vetores, pois nos gastropodos pulmonados as trocas respi-
ratérias se processam geralmente no meio atmosférico (Guiretti & Guiretti-Magaldi,
1975), parece improvdvel que apenas o efeito da substancia sobre a coordenagdo motora
dos individuos, impedindo a tixagdo da sola pedal no substrato e, consequentemente, a
subida i superficie, tenha causado a morte dos caramujos a 1,00ppm; na verdade, houve
indicios de sangramento em alguns individuos ainda no periodo de exposi¢do e, via de
regra, ao final do ensaio, a 4gua j4 mostrava sinais de apodrecimento. De fato, as evidéncias
a respeito (Sullivan & Cheng, 1976) apontam, como causa da morte por sulfato de cobre,
disfuncoes na osmorregulagdo ou na respira¢do devidas a agdo dos fons de cobre sobre 0

epitélio do organismo.

Quanto i safda da dgua, os resultados indicam que, pelo menos nas condigGes
observadas, sua ocorréncia nio depende da presenga de agentes tOxios no meio liquido:
a freqiiéncia de respostas no nivel de controle apresentou valores supreendentemente
altos, sendo registradas 246 sardas pelos 20 sujeitos, ou seja, uma propor¢do de 12,3 res-
postas por individuos, no total das 48 horas de ensaio. Além disso, as evidéncias aqui obti-
das nido permitem atribuir qualquer efeito causal de “repeléncia” por parte do moluscici-
da usado: nfo s6 se verificaram menores freqiiéncias de saida sob crescentes concentragoes
como também, na maioria das vezes, os caramujos ndo iam além da borda do recipiente,
retornando 3 dgua, no mdximo algumas horas depois. (Segundo consta nos registros, ape-
nas 3 dos 20 sujeitos abandonaram o recipiente durante os ensaios, sendo encontrados
retraidos no soalho da cimara de observacdo; além disso, computando-se todos as saidas
da dgua registradas nas diferentes concentragGes, em 71,9% das vezes a permanéncia fora
da dgua foi inferior a 15 minutos; apenas 1,8% das vezes o tempo fora da dgua foi supe-
rior a 3 horas). Embora, no ambito do presente trabalho, ndo seja possivel avaliar o papel
desse comportamento na sobrevivéncia de B. glabrata aos moluscicidas, os dados obtidos
sgo suficientes para caracterizar a necessidade de estudos mais detalhados, haja vista sua
importdncia epidemiolégica (Paraense, 1957).

A distribui¢do espacial dos individuos, por sua vez, foi o pardimetro que melhor
pode evidenciar a a¢do do sulfato de cobre sobre o comportamento dos caramujos nas
condi¢Bes testadas, ndo s6 por apresentar combinadamente oS efeitos verificados nos
demais pardmetros, como também por proporcionar uma avaliaggo estatisticamente fun-
damentada dessas altera¢Oes nos diferentes niveis de exposi¢do e recuperagdo. Pela Tabela
IT fica patente, em primeiro lugar, que os individuos ndo submetidos ao agente toxico (ni-
vel de controle) tenderam a ocupar mais as 4reas superficiais da massa liquida do que o
fundo ou as faixas intermedidrias do recipiente de teste; note-se ainda que, durante todo
o ensaio, a taxa de individuos observados fora da dgua nunca foi inferior a 10%; em
segundo lugar, o fato de, nas primeiras 6 horas de exposi¢do a 0,004 ppm, a maior parte
dos sujeitos ter sido encontrada no fundo do aqudrio (a0 contrdrio do obtido a 0,001 ppm,
onde a distribuicdo dos individuos ndo se mostrou significativamente diferente em relacfo
aos controles) sugere fortemente ser essa a menor concentragdo em que o comportamento
se mostrou afetado pelo moluscicida; nos niveis de concentragdo subletais mais elevados,
por sua vez, o que se observou tipicamente foi o retorno dos individuos a normalidade
(tomando-se como referéncia os valores obtidos no nivel de controle), depois de interrom-
pida a acfo do moluscicida ao final de 24 horas de contato. De um modo geral, essas evi-
déncias apontam para a mesma hip6tese sugerida com base nos resultados revelados pelo
parametro de subida 2 superficie, qual seja, a de que o efeito especifico do sulfato de
cobre sobre os mecanismos neuromotores do organismo ndo acarretaria, por st sO, conse-
qiiéncias capazes de determinar a morte dos individuos: se a concentrago do produto for
de tal ordem que nio atinja irreversivelmente os processos osmorreguladores ou respirato-
rios, 0 animal acabar4 se recuperando. Nesse contexto, portanto, um composto, cujo efei-
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to sobre o sistema nervoso promovesse alteragdes comportamentais permanentes mesmo
quando administrado em doses insuficientes para atingir letalmente o organismo em ou-
tros sistemas vitais, poderia ter uma eficicia muito maior.

Um ltimo aspecto a ser ainda destacado diz respeito as variagGes noturna e diur-
na da atividade dos caramujos nos diferentes niveis do moluscicida. Como nfo foi possivel
identificar individualmente os caramujos através dos registros cinematogrdficos, a andlise
das diferencas de comportamento intra-sujeitos ao longo dos periodos de claro e de escu-
ro ndo pode ser feita em bases estatisticas para as respostas de subida a superficie e saida
da dgua. No entanto, os dados da Tabela II sugerem que, independentemente do efeito
toéxico do moluscicida, a propor¢fo dos individuos no tergo superior do recipiente tende
a ser maior quando as luzes da cdmara estdo apagadas: no grupo de controle, 2 média
observada na propor¢do de caramujos acima do nivel da dgua ou logo abaixo da superticie
(faixas A e B) no total das fases de escuro foi superior a 97,2% ao passo que no dos perio-
dos de claro alcangou apenas 724% (t = 5,589; p<0,05). E 6bvio que as condi¢Ges em
que se realizaram os ensaios ndo permitem nenhuma extrapolag¢do para as condig¢Ges natu-
rais; entretanto, esses dados confirmam as observagdes de Pimentel & White (1959) reali-

zadas em campo e em laboratoério.

CONCLUSOES

As determinacOes aqui efetuadas constituem evidéncia segura da possibilidade de
utilizagd@o de critérios comportamentais para caracterizar a a¢do toxica dos moluscicidas.
Em primeiro lugar, o fato de os parimetros considerados terem permitido a obtengdo de
indices fidedignos de toxicidade para o sulfato de cobre abre perspectivas para uma and-
lise comparativa mais abrangente das propriedades dos moluscictdas em uso, bem como
dos novos compostos. Assim, para decidir sobre a superioridade de um produto em rela-
¢d0 a outro, além da letalidade e outros fatores, os eteitos comportamentais também po-
deriam ser sistematicamente levados em conta, avaliando-se um moluscicida inclusive por
sua acfo sobre comportamentos de prote¢Zo: com respeito a parimetros como a freqién-
cia de subidas a superficie ou de saidas da dgua, por exemplo, quanto menor a CEC;,,
maior seria eficdcia do produto testado, sob esse aspecto, Em segundo lugar, a constata-
¢do de que o efeito do CuSQ, sobre o comportamento de B. glabrata se fez sentir em
doses relativamente muito mais baixas que as detectadas pelo critério de letalidade ; de-
mostra a grande sensibilidade das determinagGes comportamentais: fazendo-se uso desté
critério, a avaliacdo de toxicidade de um moluscicida poderia ser levada a termo mesmo
numa faixa de concentrag¢des subletais.

E claro que, no ambito do presente trabalho, pouco se pode afirmar sobre os
aspectos causais e funcionais do comportamento dos caramujos vetores da xistossomose

em relagdo aos moluscicidas. Como para se empreender um estudo abrangente da questao
nenhum enfoque que exclua a dindmica das relagGes entre o individuo e seu ambiente na-
"tural pode porporcionar respostas adequadas (Thomas, 1973}, quaisquer generalizagdes
nesse sentido, fundamentadas estritamente nos procedimentos aqui empregados, tém valor
limitado. Ndo obstante, gracas 4 mensura¢do acurada e sistemdtica de pardmetros rela-
cionados aos comportamentos de protegdo, as evidéncias obtidas podem fornecer subsi-
dios relevantes para a elucidagdo desses aspectos.

SUMMARY

The possibility of using reliable behavioural parameters in toxicity determi-
nations of molluscicides was assessed through the development of a method based on
W.H.O. standard procedures for bioassaying molluscicides and involving behavioural
records by time-lapse cinematography. B. glabrate adults (5 7/8 * 1/8 whorls) were
subjected to different sublethal doses of copper sulfate during 24 hours and then trans-
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ferred to deionized distiled water for recovery; from those records it was possible to
compute: (a) frequency of climbs to surface, (b} frequency of crawlings out of water and
(¢) proportion of snails on the upper, middle and bottom thirds of the test containers.
The Litchfield-Wilcoxon test was employed in determining a reference value (called “con-
centration of behavioural effect of 50%” or CBEs,) in relation to each parameter. The
indices thus obtained — (a) 0.010, (b) 0.006 and (c¢) 0.029 ppm of copper — showed the
feasibility of systematic uses of behavioural criteria of toxicity and also proved capable of
detecting toxic effects of the product under concentrations much lower than those
obtained from conventional lethality determinations. The data also showed an effect/log
dose linear relationship for all the parameters considered and revealed changes in snail
activity as a consequence of the daily light cycle. Although the clarification of the
ethological aspects involved in the control of schistosome host snails depends on the
analysis of the relationships between the snail and its natural habitat, laboratory studies,
carried out with accurate measurements of the parameters related to protective modes of
behaviour, can be of great value as well.
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