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Resumo ? Neste trabalho foi avaliada a sensibilidade de
embrides de ourico do mar Lytechinus variegatusprovenientes
de Santos, Ubatuba e Sdo Sebastido, a partir de testes de
toxicidade com sulfato de zinco e o tensoativo DSS. As CE50
estimadas variaram de 0,09 a 0,15 mg/l de ZnSO, ede 1,35 a
2,945 mg/l ao DSS, indicando que as trés populactes testadas
possuem sensibilidade semelhante. Assim, resultados de testes de
toxicidade com organismos originarios de qualquer um dos trés
locais podem ser compar ados sem necessidade de aj uste.

Palavras chave ? Lytechinusvariegatus Zinco, DSS, Sdo Paulo.

I. INTRODUGCAO

Testes de toxicidade sdo usados com diferentes e
importantes finalidades, tais como estabel ecimento de limites
maximos para emissdo de efluentes liquidos, monitoramento
ambiental de corpos hidricos receptores e determinacdo de
areas criticas, entre outros.

No Estado de S&o Paulo, testes com gametas e embrides do
ourico do mar Lytechinus variegatus estdo entre os mais
empregados, e vém sendo utilizados rotineiramente por
diversos laboratérios desde a década de 90 [1]. Estes
laboratérios geralmente adotam procedimento experimental
descrito na norma CETESB L5.250 [2], ou adaptado de
normas similares internacionais [3]. No entanto, cada
laboratério utiliza em seus experimentos embrides
provenientes de populagdes coletadas em locais diferentes.
Este fato implica na introducdo, ou na existéncia, de uma
variavel espacial que deve necessariamente ser considerada
na interpretacdo dos resultados de ensaios ecotoxicol 6gicos.
Uma vez que os testes de toxicidade sdo interpretados de
forma comparativa em relacdo a controles positivos
(existéncia de efeito) e/ou negativos (auséncia de efeito), e
que muitas vezes os resultados produzidos por um teste sdo
extrapolados para locais diversos daqueles onde apopulagéo
teste foi coletada, € imprescindivel que algumas perguntas
sejam respondidas antes que os resultados sejam aplicados de
formaextensiva.

Assim, questdes primordiais a serem respondidas s&o:
Resultados obtidos com populagfes provenientes de lbocais
diferentes sdo comparédveis? Se forem comparaveis, 0s
resultados sdo equivalentes ou necessitam de ajuste? Uma
possivel resposta pode ser obtida pelo conhecimento da
sensibilidade das populagBes testadas em laboratério a
diferentes substancias com toxicidade conhecida, seguida da
comparagdo dos resultados. Essa comparagdo € necessdria
para que dados produzidos com organismos de origens
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diferentes possam ser interpretados partindo de um ponto em
comum.

Em estudos ecotoxicolégicos, a sensibilidade do lote de
organismos utilizados é estimada a partir de ensaios com
substancias padrdo, pré-definidas nos protocolos, e
denominadas substéncias de referéncia Os manuais
recomendam uma série de substdncias de referéncia
possiveis, de modo que a situagdo atual entre os laboratorios
paulistas € a de que cada um utiliza uma substancia diferente,
impossibilitando  comparagdes de resultados entre
laboratdrios.

O presente trabalho foi delineado visando comparar a
sensibilidade de embrifes de L. variegatus provenientes de
trés populagdes normalmente utilizadas em estudos
ecotoxicologicos no estado de Sdo Paulo (Santos, Séo
Sebastido e Ubatuba), a partir de testes com duas substancias
de referéncia. A andlise dos resultados permitiu ainda a
realizacdo de uma comparagdo interlaboratorial preliminar
entre os procedimentos adotados nos laboratérios de
ecotoxicologia do Instituto Oceanogréfico da USP (IOUSP) e
da Universidade Santa Cecilia (Unisanta).

1. MATERIAL EMETODOS

Em cada experimento, foram coletados por meio de
mergulho livre cerca de 20 exemplares adultos de L.
variegatus, em trés diferentes pontos da costa do Estado de
Sdo0 Paulo (Fig. 1), normalmente utilizados como sitios de
coleta por alguns laboratérios localizados no estado: 1- Ilha
das Palmas, Santos, utilizado por pesquisadores da Unisanta;
2- Praia Preta, S&o0 Sebastido, utilizado por pesquisadores da
CETESB e CEBIMARUSP; e 3 Enseada do Flamengo,
Ubatuba, utilizado por pesquisadores do IOUSP. Apds a
coleta, os animais foram transferidos para o laboratério, onde
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Fig. 1. Sitios de coleta de L. variegatusnacosta centro norte de Sao Paulo.



foram mantidos em tanques com agua do mar filtrada e
aeracao constante até sua utilizagdo.

Os gametas foram obtidos por meio de indugdo osmética
(populagdes de Ubatuba e Sdo Sebastido) ou elétrica
(populagdo de Santos). A indugdo osmética consistiu na
injecéo de cerca de 3 ml de solugdo de cloreto de potéssio
0,5M na cavidade celomatica do ouri¢o, enquanto a inducdo
elétrica consistiu na estimulagdo por meio de choques
utilizando-se um circuito elétrico de corrente alternada com
transformador de 35V.

O esperma foi coletado a seco com auxilio de conta-gotase
transferido para um béguer mantido dentro de uma caixa com
gelo. Os 6vulos foram coletados por precipitagéo, colocando-
se as fémeas sobre béqueres, com a regido aboral em contato
com a agua. Foram coletados gametas de pelo menos 3
individuos de cada sexo.

Em seguida os 6vulos foram gentilmente lavados e ent&o se
procedeu a fecundacdo, pela adicdo de uma solucdo de
esperma & solucéo de 6vulos. Apds 15 minutos, o0 sucesso da
fecundac&o foi confirmado pela presenca de membrana de
fertilizacdo em pelo menos 80% dos ovos.

A &gua utilizada em cada teste, como controle, agua de
diluicdo e no procedimento de obtencdo dos 6vulos, foi
coletada em local afastado da costa no respectivo sitio de
coleta dos ouricos e filtrada em membrana Millipore 0,45
pm.

Como substéncias de referéncia testadas, foram utilizados o
tensoativo aniénico dodecil sulfonato de sodio (DSS) e o
sulfato de zinco (ZnSO,). Para as duas substancias, foram
preparadas solucbes estoque de 100 mg/l, pela diluicdo de
sais puros em agua do mar filtrada.

A partir das solugdes estoque de cada substancia, foram
preparadas as respectivas solucfes teste. Para o DSS foram
utilizadas as concentracbes de 25,0; 12,5; 6,25; 3,125 e
1,5625 mg/l; enquanto para 0 ZnSO,, foram preparadas as
seguintes concentragdes: 0,02; 0,06; 0,10; 0,14; 0,18 e 0,22
mg/I.

Os experimentos foram conduzidos em tubos de ensaio
contendo 10 ml de solucéo teste. Para cada tratamento, foram
utilizadas 4 réplicas. Em cada réplica foram introduzidos
cerca de 300 ovos, e o conjunto foi mantido sob temperatura
constante de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12h/12h, com auxilio
de cémara incubadora ou sala climatizada. Apés cerca de
24h, os experimentos foram finalizados e os embrides fixados
pelaadicdo de 0,5 ml de formal deido aos frascos testes.

Posteriormente, o contetido de cada réplica foi observado
sob microscopio em lamina de SedgewickRafter. Os
primeiros 100 embrides foram contados e seu grau de
desenvolvimento foi analisado. Embrides que atingiram
estagio de larva pluteus bem desenvolvido foram
considerados normais, enquanto que aqueles apresentando
alteracdo morfol égica e/ou retardo no desenvolvimento foram
considerados af etados.

Para as populagbes da Ilha das Palmas e Enseada do
Flamengo, foram realizados quatro experimentos com DSS e
ZnS0O,. Estes testes foram realizados nos laboratérios da
Unisanta e da Base Norte do IOUSP, respectivamente. Ja
com organismos provenientes de Sdo Sebastido, foram

realizados dois experimentos com DSS (no CEBIMAR USP)
€ um experimento com zinco (na Unisanta).

Em cada experimento, os resultados obtidos para cada
substancia foram analisados pelo método estatistico Trimmed
Spearman-Karber com correcéo de Abbott [4], para calculo
da concentragdo efetiva a 50% dos organismos (CE50). Em
seguida, para animais de um mesmo local, foi calculada uma
CE50 média por substéncia. As médias obtidas para as
populactes de Ubatuba e Santos foram entéo comparadas por
teste t’ Student.

I11. RESULTADOS

Os resultados obtidos para a sensibilidade ao sulfato de
zinco e DSS estédo representados nas tabelas | e II,
respectivamente.

TABELA |
RESULTADO DOS TESTES DE TOXICIDADE COM SULFATO DE
ZINCO E DA CE50 MEDIA PARA CADA SITIO DE COLETA.

C EED-24h - ZnSO4 (mg/l)

Santos Ubatuba S80 Sebastido
Testel 0,06 0,19 0,1302
Teste2 0,11 0,11 -
Teste3 0,11 0,19 -
Teste4d 0,09 0,12 -
Média+2DP  0,0925+ 0,02 0,1525+ 0,04 0,1302
CV (%) 25,54 28,52 néo calculével

TABELA Il

RESULTADO DOS TESTES DE TOXICIDADE COM DSS E DA CES0
MEDIA PARA CADA SITIO DE COLETA.

CEspoan— DSS (mg/l)

Santos Ubatuba S80 Sebastido
Testel 1,50 2,22 2,35
Teste2 3,03 1,60 3,54
Teste3 1,97 0,77 1,63
Teste4d 1,15 0,81
Média + 2 DP 1,91+0,817 1,35+ 0,695 2,5067 + 0,965
CV (%) 42,73 51,45 38,29
IV. DISCUSSAO

Atualmente, testes de toxicidade vém sendo aplicados
crescentemente e, ocasionalmente seus resultados tém sido
utilizados como principal componente de estudos ambientais,
muitas vezes sem 0 conhecimento adequado da sensibilidade
dos organismos ou sem informagdes prévias a respeito da
possibilidade dos resultados serem extrapolados para a
natureza.

No Brasil, um exemplo cléssico que ilustra esta questéo é a
respeito do tanaidaceo Kalliapseudes schubartii. Organismos
naturais do estuario do Rio Cubatéo (SP) foram considerados
muito resistentes a poluentes toxicos e inviaveis para uso em
ensai0s ecotoxicol6gicos [5], enquanto animais provenientes
da Lagoa dos Patos foram sensiveis a diversas substancias,
sendo utilizados em testes com sedimentos estuarinos [6].

No presente estudo, as trés populacOes apresentaram
sensi bilidade semel hante para as duas substancias testadas.



Para o sulfato de zinco, a populagéo de Santos apresentou-
se levemente mais sensivel que as demais, porém esta
diferenca ndo € significativa. Os resultados obtidos para as
populagbes de Ubatuba e S&o Sebastido foram bastante
semelhantes. Os valores de CES50 obtidos para as 3
populagdes para ZnSO, estiveram dentro da faixa aceitavel,
de 0,245 + 0,082 mg/l, segundo dados internos do laboratdrio
da Universidade Santa Cecilia [7]. No entanto, os valores sao
maiores que os observados por [8]. A autora observou uma
CE50 meédia de 0,044 mg/l para a populacdo de S&o
Sebastido. Possivelmente, estas diferencas resultaram do uso
de solugdes-teste diferentes na montagem de seus testes e
também no célculo da CES0, que foi estimada sem correcédo
de Abbott. Entretanto, uma maior investigacdo deve ser
redlizada na tentativa de se compreender melhor essas
diferencas.

Ja em relagdo ao DSS, as populagdes de Ubatuba e Santos
apresentaram sensibilidade semelhante, enquanto que a de
S8 Sebastido foi levemente menos sensivel, embora esta
diferenca seja muito pequena e ndo significativa. Para as trés
populactes, os valores de CE50 obtidos estiveram dentro da
faixa aceitavel estimada paraaespécie, quevai de 0,71 a4,35
mg/l e com CE50 média de 2,53 mg/l de DSS, segundo dados
ndo publicados produzidos pelo laboratério de ecotoxicologia
do IOUSP[9].

Uma vez que as populacdes parecem ter sensibilidade
semelhante as substancias de referéncia, se supde que estas
também devam apresentar sensibilidade semelhante a outras
substéncias.

Os resultados sugerem também que o resultado obtido para
uma destas populagdes pode ser extrapolado para as demais.
Isto significa que dados ecotoxicoldgicos produzidos com
estas trés popul acdes de ourico do mar sdo comparaveis sem
necessidade de nenhum ajuste ou corregéo.

Além disso, o fato destas popul agdes serem provenientes de
locais distintos quanto a potencialidade de contaminagédo em
funcdo das atividades antropogénicas realizadas nas
proximidades dos pontos de coleta parece ndo influenciar na
sensibilidade dos estdgios larvais testados. Esse dado é
interessante principalmente para a populagdo da llha das
Palmas, que esta localizada proxima & desembocadura do
estuario de Santos, onde niveis razodveis de contaminagdo
foram obtidos em estudos recentes do 6rgdo ambiental
estadual [10].

A andlise preliminar dos resultados, ainda que com certa
cautela devido ao pequeno volume de dados, sugere que os
procedimentos experimentais utilizados nos laboratérios do
IOUSP e da Unisanta parecem gerar dados comparaveis, com
boa concordéancia na identificaco de doses tdxicas e/ou ndo
téxicas.
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