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RESUMO

Este estudo teve por objetivo investigar a viabilidade do uso da bolacha-do-mar Mellita quinquiesperforata como organismo-
teste em experimentos crdnicos de curta duracdo. Para isto foi aplicado o protocolo da Norma Técnica da CETESB destinada
ao ourico regular Lytechinus variegatus, utilizando embribes e larvas expostos a quatro téxicos de referéncia por um periodo
de 24 horas. As substancias utilizadas foram sulfato de zinco, dicromato de potassio, sulfato de cobre e dodecil sulfato
de sodio (DSS). Essas substancias sdo normalmente utilizadas para avaliar a sensibilidade relativa de organismos-teste
marinhos, assim como para estimar a precisao e confiabilidade dos dados produzidos em laboratério. O protocolo proposto
mostrou-se adequado para aplicacdo com o ourico irregular M. quinquiesperforata, sendo necessarias algumas modificacdes
quanto as exigéncias de validacdo em decorréncia da baixa producéo de dvulos, baixa taxa de fecundacdo e maior percentual
de efeito observado nos frascos-controle. A CE, ;24h média para o metal zinco foi de 50 um L™ (CV de 44% para n = 5); para
o metal cromo, de 1462 ug L™ (CV de 25% para um n de 3); metal cobre, de 10 ug L™ (CV de 35% para n = 5); e DSS de 2145
ug L™ (n = 2). M. quinquiesperforata apresenta sensibilidade similar as espécies protocoladas pela NBR/ABNT, demonstrando
potencial deste Echinodermata para utilizagdo como organismo teste na indisponibilidade das espécies exigidas pelos drgaos
ambientais.
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ABSTRACT

Viability of the use of the sand dollar Mellita quinquiesperforata as a test organism

The aim of this study was to investigate the viability of the use of sand dollar Mellita quinquiesperforata as a test organism
in chronic experiments over short durations. For this, the protocol of the CETESB Technical Standard was used, which was
designed for the regular sea urchin Lytechinus variegatus, using embryos and larvae exposed to four reference toxins, for
a 24-hour period. The substances used in the toxicity tests were zinc sulfate, potassium dichromate, copper sulfate and sodium
dodecyl sulfate (SDS). These substances are normally used to evaluate the relative sensitivity of marine test organisms, and
to estimate the precision and reliability of the data produced in the laboratory. The proposed protocol proved to be adequate
for its use with the irregular sea urchin M. quinquiesperforata, some modifications being necessary in terms of the validation
requirements, due to the low egg production, low fecundation rate, and higher percentage of effect observed in the control
flasks. The EC, ;24h average for zinc was 50 um L™ (VC of 44% for n = 5), for chrome it was 1462 ug L™ (VC of 25% for an n
of 3), for copper it was 10 ug/L=* (VC of 35% for n = 5) and for SSD it was 2145 pg L™ (n = 2). M. quinquiesperforata presents
a sensitivity similar to species registered by the NBR/ABNT, demonstrating the potential of this Echinodermate for use as
a test organism, in cases where it is impossible to use species required by the environmental agencies.
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INTRODUCAO

O ourigo irregular Mellita quinquiesperforata (Leske,
1778) apresenta ampla distribuicéo geografica, ocorrendo desde
o0 delta do Mississippi até a Regido Sul do Brasil (Borzone,
1993). E uma espécie de grande importancia e abundancia
dentro da comunidade béntica nas praias arenosas da América
do Sul (Borzone et al., 1998). Seu habitat é a zona intermareal
com dominio de adultos logo ap6s a faixa de arrebentacéo,
principalmente em praias com granulometria fina a muito fina.
Estudos realizados em praias do sul do Brasil demonstraram
que a espécie possui ciclo reprodutivo anual, com periodos
de desova no final do inverno (agosto/setembro) ou no final
do verdo (fevereiro/margo), dependendo do tipo de praia
(Tavares & Borzone, 1998). Esses autores também destacam
que M. quinquiesperforata apresenta altas taxas de mortalidade
com uma expectativa de vida média de 1 ano (Borzone, 1993),
em que organismos de 50 mm de comprimento teriam idade
aproximada de 1 ano para as praias do Parana e 2 anos para
0 Rio Grande do Sul (Borzone, 1993; Tavares & Borzone,
1998).

A utilizacdo de M. quinquiesperforata em testes de
toxicidade como ferramenta para avaliagdo de risco e de impacto
foi inicialmente proposta pela CETESB (1990), mas ndo
apresentou resultados conclusivos sobre a sua viabilidade.
Entretanto, em decorréncia da grande extensdo da costa
brasileira e, consequientemente, da variacdo granulométrica
de seu sedimento, a ocorréncia de Lytechinus variegatus, espécie
protocolada pela CETESB (1992), limita a utilizacdo de testes
de toxicidade com Echinodermata a poucos Estados brasileiros.

Segundo o protocolo da USEPA (2002) para testes de
toxicidade com organismos marinhos, o uso de espécies nativas
gue ndo as citadas no protocolo podem ser estimuladas desde
que a sua sensibilidade seja comprovada mediante os resultados
obtidos em testes com substéncias de referéncia.

Os testes com substancias ou toxicos de referéncia sdo
geralmente utilizados para avaliar a sensibilidade relativa de
uma populagéo de organismos que sera utilizada em testes de
toxicidade, permitindo que haja um controle de qualidade sobre
a metodologia e também que se estimem a preciséo e a confia-
bilidade dos dados produzidos em laboratorio. Nesse tipo de
teste, 0s organismos sdo expostos a diversas concentragfes
de uma substancia-padréo, sendo que a sensibilidade da
populagédo é avaliada através da comparacdo com dados
preeexistentes, disponiveis na bibliografia (Environment
Canada, 1992; Resgalla Jr. & Laitano, 2002).

O objetivo deste trabalho foi investigar a viabilidade do
uso da bolacha-do-mar Mellita quinquiesperforata como
organismo-teste, verificando a sua sensibilidade e reprodu-
tividade diante de diferentes substancias de referéncia em uma
adaptacdo do protocolo destinado para o ourico regular
Lytechinus variegatus. Este estudo pretende fornecer subsidios
a diferentes laboratdrios cuja localizacdo geografica impede
a realizacdo de testes com Echinodermatas protocolados no
Brasil.
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MATERIAISE METODOS

Para a realizacdo dos testes de toxicidade de desenvol-
vimento embrio-larval cronico de curta duracdo de Mellita
quinquiesperforata foi adaptado o procedimento apresentado
pela Norma Técnica da CETESB de 1992 destinada a testes
com Lytechinus variegatus. O método consistiu na obtengéo
de gametas, fertilizaco artificial e determinacdo do ndmero
de embrides normais e afetados apds um periodo de exposicao
de 24 horas.

Para cada bateria de testes foram coletados, no ambiente
praial, pelo menos 30 exemplares de adultos da M.
quinquiesperforata, com didmetro maior superiora40 mme 5
mm de altura, para obtencdo de um bom volume de évulos e
esperma.

Para a inducdo da liberacdo dos gametas foi injetado na
regido da boca dos organismos 0,5 mL de cloreto de potassio
(KCl)a 1 M. Os 6vulos, identificados como granulos violeta-
amarelado, foram coletados em vidro-relégio contendo agua
do mar filtrada. Amostras de dvulos foram entdo observadas
em microscopio para verificar o estdgio de maturacdo e a
presenca de possiveis anomalias. O liquido espermatico,
identificado como uma substéncia branca de consisténcia leitosa,
foi coletado com pipeta de Pasteur. Tanto os 6vulos como o
esperma, de diferentes individuos, foram concentrados em
béqueres de 50 mL, sendo os 6vulos acondicionados em agua
do mar filtrada e o esperma concentrado sem dilui¢do sobre
0 gelo antes do preparo da solucdo espermatica. A solugédo
espermatica foi preparada antes da fecundagdo, que constou
na diluicdo de aproximadamente 200 L do liquido espermatico
em 10 mL de agua do mar filtrada. Cabe ressaltar que a agua
do mar utilizada como agua de diluicdo foi coletada no mesmo
ambiente onde os adultos de M. quinquiesperforata foram
coletados. Desta forma, as condi¢fes de realizagdo dos testes
tornam-se mais proximas a realidade do ambiente natural, pois
0s organismos ja se encontram adaptados as condigdes fisicas
e quimicas da agua.

Para a fecundac&o foi adicionado de 1 a 2 mL de solucdo
espermatica em um béquer de 250 mL contendo uma solucao
de 100 mL de dvulos e aguardaram-se 10 minutos com agitagao
constante para a fecundacdo. Apds esse tempo foram observados
e quantificados os dvulos fecundados (formagao da membrana
de fecundacdo) em amostra diluida em camara de Sedwick-
Rafter. A fecundacdo minima determinada para o uso em testes
de toxicidade foi de 70%.

Os testes cronicos de curta duracdo foram executados
em seis concentracOes da substancia, mais o controle em quatro
réplicas, em um volume de solugao-teste de 10 mL. Todos os
experimentos foram realizados a 29%o + 2%0, a 25 * 2°C,
fotoperiodo de 12 horas escuro e 12 horas de luz durante 24
horas, com observagdo do efeito do agente quimico sobre o
desenvolvimento embrionario da espécie. Para a validagao do
teste foram observados o0s seguintes requisitos: controles com
no minimo 70% de organismos bem formados, variagdo maxima
de 20% da salinidade e pH inicial e final entre 7,5 e 8,5.
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Apos o encerramento do teste com adicdo de 1 mL de
formalina a 4% observou-se o estagio de desenvolvimento
em camara de Sedgwick-Rafter, registrando o estagio de
desenvolvimento e/ou a ocorréncia de possiveis anomalias
de todos os organismos incubados nos frascos-teste.

Para os testes de toxicidade foram utilizados trés tipos
de substancias de referéncia: dodecil sulfato de sddio (DSS),
dicromato de potassio (K,Cr,0,), sulfato de cobre (CuSO,.5H,0)
e sulfato de zinco (ZnSO,.7H,0) da marca Merck® P.A.

Depois de determinada a porcentagem de efeito foi
calculada a CE50 através do método de Trimmed Sperman-
Karber (Hamilton et al, 1977), utilizando o programa Toxstat
3.4. Uma analise de refracdo foi realizada para avaliar o niamero
minimo de organismos a serem quantificados no final do teste.
E, finalmente, os resultados obtidos foram comparados com
os dados disponiveis para outras espécies de Echinodermatas
protocoladas e ndo protocoladas.

Foram ainda realizados testes de sobrevivéncia de em-
brides e larvas da bolacha-do-mar mantidas por 24 horas em
sete diferentes salinidades (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35) e em quatro
réplicas para avaliar sua tolerancia e futuras aplicac@es dos
testes de toxicidade com a espécie.

RESULTADOS E DISCUSSAO

VariagOes entre os protocolos de teste com Lytechinus
variegatus e Mellita quinquiesperforata

A aplicacéo do protocolo de testes embrio-larval do ourico
regular Lytechinus variegatus para a bolacha-do-mar M.
quiquiesperforata serviu como ponto de partida para a busca
de condigBes de teste mais adequadas para a espécie em questao.
De forma geral, protocolos de ensaios ecotoxicologicos sao
aplicados em diferentes espécies pertecentes a mesma categoria
taxonémica, como acontece para bivalvos (His et al., 1999)
e Echinodermatas (Clesceri et al., 1998).

Entretanto, algumas diferencas sdo observadas entre 0s
procedimentos de M. quiquiesperforata e L. variegatus, que
podem ser atribuidas a diferengas bioldgicas intrinsicas de cada
espécie.

Para M. quinquiesperforata ha a necessidade de coleta
e de uso de um maior nimero de adultos para a realizagdo dos
testes, pois a espécie apresenta 6vulos de maior tamanho e
em menor nimero que o ourigo L. variegatus. Associado a
isto, os percentuais de 6vulos ndo fecundados e de efeito (atraso
no desenvolvimento das larvas) nos frascos-controle ao final
do experimento séo frequentemente superiores a 20% e infe-
riores a 30%. Esses percentuais sdo superiores aos observados
para L. variegatus mas similares aos do ourico Arbacia lixula
(dados néo publicados CTTMar/UNIVALI).

Apesar dessas limitagdes, observou-se que 0 nimero
minimo de larvas a serem quantificadas e analisadas apos a
fixagdo dos frascos-teste seria de 50 larvas (Figura 1). Esse
numero foi determinado a partir da estabilizacdo da média e

J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 3,n. 1,2008 11

com baixo desvio-padrdo mediante a aplicacdo de uma analise
de refracdo. Este nimero é a metade exigida para os testes com
L. variegatus, amenizando os problemas de limitacdo de dvulos
produzidos, percentual de fecundacéo e de efeito nos frascos-
controle.

As condicdes gerais para o desenvolvimento do teste
de toxicidade utilizando M. quinquiesperforata estdo suma-
rizadas na Tabela 1 em comparacdo com o protocolo de L.
variegatus. Informac®es sobre a tolerancia e a sensibilidade
da bolacha-do-mar em relacéo a salinidade e temperatura de
execucdo dos experimentos ainda necessitam ser avaliadas.
Entretanto, embrides e larvas de M. quinquiespeforata apre-
sentam desenvolvimento normal, ou seja, percentuais de efeito
inferior a 30% em salinidades acima de 25 (28,7% a 25; 27%
a 30 e 27,6% a 35), e 100% de efeito nas salinidades entre 5
e 20.

Sensibilidade de Mellita quinquiesperforata diante de
outras espécies de Echinodermatas

Os valores médios de CE, obtidos nos experimentos com
substancias de referéncia sdo apresentados na Tabela 2.
Observou-se que os coeficientes de variacdo (CV) resultantes
foram altos (> 30 %) e provavelmente refletem as caracteristicas
da espécie e das condicBes experimentais executadas neste
trabalho.

A partir de estimativas dos valores medios de CE, em
base da massa atbmica dos metais presentes nos sais utilizados
nos experimentos, foi possivel comparar a sensibilidade de
M. quinquiesperforata com as demais espécies de
Echinodermatas normalmente utilizadas no Brasil (Tabela 3).
A bolacha-do-mar apresenta sensibilidade similar as outras
espécies, em particular com Lytechinus variegatus e
Echinometra lucunter, espécies protocoladas pela ABNT (NBR,
2006). De fato, todas as espécies apresentadas na Tabela 3
apresentam pouca variacao de sensibilidade, confirmando o
que ja vem sendo ressaltado por His et al. (1999), em um estudo
de bivalvos, de que a sensibilidade de grupos de espécies de
mesma categoria taxonémica apresenta 0 mesmo potencial de
uso em testes de toxicidade. Esta conclusdo permitiria o uso
de diferentes espécies de Echinodermatas na auséncia das
espécies protocoladas pelas agéncias de normatizacéo.

CONCLUSOES

Este trabalho apresenta a viabilidade de execugo de testes
de toxicidade embrio-larval com a bolacha-do-mar Mellita
quinquiesperforata. Dos resultados obtidos séo sugeridos que:

1. O protocolo dos testes de toxicidade para os ouricos
regulares (por exemplo, Lytechinus variegatus) pode
ser adaptado para o uso com a bolacha-do-mar.

2. Alguns problemas de uso da espécie em testes de
toxicidade foram verificados, como: limitagcdo de
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producdo de 6vulos e esperma, alto percentual de 5. Outros estudos deverao ser realizados a fim de reduzir
efeito no controle e alta variabilidade nos resultados. as variabilidades observadas, bem como melhorar as
3. A quantificacdo do nimero de larvas no fim do expe- condic¢des de desenvolvimento dos testes.
rimento pode ser a metade recomendada pela norma 6. A sensibilidade de M. quinquiesperforata é comparavel
da ABNT, a NBR-15350. com a de outras espécies de ouricos regulares proto-
4. E necessario melhor investigacdo sobre as condicdes colados no Brasil.
dos experimentos, incluindo andlises fisicas e qui- 7. M. quinquiesperforata tem grande potencial para ser
micas, tentativas de aumento na taxa de fecundacéo utilizado como organismo-teste em testes de toxicidade,
e reducdo nos percentuais de efeito observados no em que organismos ja protocolados como L variegatus
controle. nado estdo disponiveis.
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Figura 1 — Andlise de refracdo para determinar o nimero minimo de organismos a serem quantificados para os testes de toxicidade com Mellita
quinquiesperforata. A — percentual de efeito em dois frascos controle em funcéo do nimero de organismos quantificados; B — média e desvio-padrdo dos
percentuais de efeito entre dois frascos-controle em fungéo do nimero de organismos quantificados. As flechas indicam o nimero de 50 larvas quantificadas.
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Tabela 1 - Resumo das condicdes gerais para a realizacdo do teste crdnico embrio-larval de curta duragdo com Mellita quinquiesperforata em
comparagdo com Lytechinus variegatus, de acordo com os procedimentos estabelecidos na norma técnica da CETESB (1992).

Requisitos

Condicoes

Mellita quinquiesperforata Lytechinus variegatus

Tipo de ensaio

Organismo-teste

Agua de dilui¢io

Volume minimo da solugdo-teste
N° minimo de réplicas por diluicdo
N° minimo de organismos por réplica
Aeracdo

Alimentacéo

pH

Salinidade

Temperatura

Fotoperiodo

Duracéo do teste

Fecundagdo minima

Efeito observado

Validade do teste

Estatico
Ovos de M. quinquiesperforata Ovos de L. variegatus

Agua natural marinha filtrada em filtro menor do que 1 pm

10 mL
4
10 ovos/mL 30 ovos/mL
Néo
Né&o
7,5a8,5 7a9
2942 33+3
25+ 2°C 25+ 2°C
12 h'luz e 12 h escuro 16 h luz e 8 h escuro
24 h
70% 80%

Retardamento ou anormalidade dos embrides e larvas

Minimo 70% de larvas pluteus
normais no controle

Minimo 80% de larvas pluteus
normais no controle

Tabela 2 — Nimero de experimentos (n), valores médios, minimos e maximos de CE,;;24h e coeficiente de variagéo (CV) obtidos nos testes de
sensibilidade de Mellita quinquiesperforata sob efeito dos sais sulfato de zinco, dicromato de potéssio, sulfato de cobre e o detergente DSS.

Substancia n o CEso (mg L) o Cv
Média Minimo Méaximo (%)
Sulfato de zinco 5 0,22 0,14 0,39 44
Dicromato de potassio 3 4,13 3,04 5,07 25
DSS 2 2,14 2,09 2,2 -
Sulfato de cobre 5 0,04 0,03 0,07 35
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Tabela 3 - Comparagdo do valor de CE50;24h de Mellita quinquiesperforata com diferentes
espécies de Echinodermatas utilizadas em testes de toxicidade, para os metais zinco, cromo, cobre e detergente DSS.

Espécie Substancia  pg Lt Autor
Lytechinus variegatus 40,0 CETESB, 1991
Arbacia lixula Zinco 40,0 Resgalla Jr. & Laitano (2002)
Mellita quinquiesperforata 50,0 Este trabalho
Lytechinus variegatus 1410,0 Resgalla Jr. & Laitano (2002)
Arbacia lixula Cromo 1470,0 Resgalla Jr. & Laitano (2002)
Mellita quinquiesperforata 1462,0 Este trabalho
Arbacia lixula 1240,0 Resgalla Jr. & Laitano (2002)
Lytechinus variegatus DSS 2370,0 Rumbold & Snedaker (1997)
Echinometra lucunter 3000,0 Araujo & Nascimento (1999)
Mellita quinquiesperforata 21450 Este trabalho
Arbacia lixula 46,0 Resgalla Jr. & Laitano (2002)
Echinometra lucunter Cobre 21,9 Rumbold & Snedaker (1997)
Lytechinus variegatus 33,8 Rumbold & Snedaker (1997)
Mellita quinquiesperforata 10,0 Este trabalho
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