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RESUMO

A importancia dos dados comportamentais no
controle gquimico dos moluscos vetores da xistosomose /
foi considerada sob dois aspectos: { 1) a possibili-
dade de os caramujos escaparem -aos moluscicidas gragas:
a comportamentos de protegao, como Tetragao na concha,
afastamento de locais 'dessecados, saida da agua, entex
ramento no substrato e afastamento de Areas tOxicas e
{ 2 ) a possibilidade de a toxidez de um produto /
ser caracterizada atravées de parametros comportamentals
fidedignos. Quanto ao comportamento como meio de prote
¢ao, foi enfatizada a necessidade de -uma abordagem ety

l1ldgica, cujas técnicas de categorizagao, descrlgao men

~suragao e registro comportamental e cujos principios /

de analise causal e funcional proporcionariam um enfo-
que global das relagoes envolvidas. Quanto a0 comporta
mento como critério de toxidez, foi desenvolvida uma
metodologia baseada nos procedimeﬁtos:padronizados pe—
la 0.M.S. para ensaios bioldgicos «com moluscicidas e
envolvendo reglstro comportamental'por c1nematograf1a/

com lapso de tempo: adultos de Biomphalaria c¢labrata /

eram submetidos a diferentes concentragoes sub—letais

de sulfato de cobre durénte 24 horas e, em seguida, /

transferidos para'recuperagéo-em agua destilada -desioni
zada; a partir da analise dos registros foram computa-

dos (a) o tempo decorrido até a primeira subida a. ‘su-

perficie, (b) frequéncia de subidas, (c) frequéncia de

saldas de agua, (d) tempo de permanenc1a fora da agua
e (e) proporgao de individuos nos tergos superior, me-
dio e inferior do aguario. O metodo LITCHFIELD-WILCOXON /

foi empregado para determinagéo-das concentragoes de
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efeito comportamental de 50% (CEC..) em relagao a

50
cada parametro, e os indices obtidos - (a) 0,0016, (b)

0,0105, (c) 0,006 (d) 0,007 e (e) 0,029 ppm de cobre-

nao sd evidenciaram a exequibilidade da aplicacao sis

tematica de critérios comportamentais de toxidez,como
se revelaram capazes de detectar o efeito toxico do
produto em concentracdes muito inferiores ds obtidas
nas determinagoes convencionais de letalidade. Os da-
dos evidenciaram também uma relagdo linear efeito/log
dose para os parametros (b),(c), (d) e (e) e mostraram
alteragdes na atividade dos caramujos em decorrencia

do ciclo de iluminacao. Em conclusac, foi ressaltado

gue, embora o esclarecimento dos aspectos etoldgicos

envolvidos no problema do controle do vetor dependa

da anilise das relacoes entre o .individuo e seu ambi-
ente natural, estudos de laboratdrio com mensuragoes

acuradas de parametros relacionados aos  comportamen—

tos de protecdo podem fornecer subsidios relevantes

a respeito.
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The roie of behavioral data on the chanical control
of schistosaniasis vector mollusks was taken into account fram
two standpoints: (1) the possibility of snails to escape
molluscicides by means of protective behaviors such as
retracting into shell, avoiding dry places or toxic areas,
crawling out of water and burrowing and (2} the possibility
of using reliable behavioral parameters in toxicity determi-
nations. As concerns (1), there was stressed the necessity
of an ethological approach for a broader assessment of the
relations involved, making use of the teclniiql.les of behavicral
categorization, description, measurement and recording, and
fcllowing the principles of causal and functiocnal analysis.With
regard to (2), a method was developed based on W.H.O. standard
precedures for bicassaying molluscicides —  and involving
behavioral records by time-lapse cinematography: Biowphalaria
glabrata adults were subjected to different sub-lethal doses
of copper sulfate during 24 hours an then transferred to

- deionized distilled water for recovery; fram those records = it

was possible to campute: (a) the time elapsed until the first
climb to surface, (b) frequency of climbs to ~surface, (¢}

frequency of crawlings cut of water, (d) time spent out of water
and (e) propoftim of individuals on the upper, middle and
bottam thirds of the test pond. The LTICHFIEID-WILCOXON  test
was employed in determining the concentration of behavioral
effect of 50% (CBESO) in relation to each parameter. The indices
thus obtained - (a) 0,0016, (b) 0,0105, {(c) 0,006, (d) 0,007 and
(e) 0,029 ppm of copper — showed the feasibility of systematic

uses of behavioral criteria of taxicity and also proved capable
of detecting taxic effects of the product under concentrations
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much lower than those obtained fram conmventicnal lethality
determinations. Data showed also an effect/log dose  linear
relationship for parameters (b), (c), (d) and (e) and revealed
changes in snail activity as a consequence of the daily light
cycle. In conclusion, it was emphasized that, although the
clarification of the ethological aspects involved in the
vector control problem depends on the analysis of the relation-
ships between the snail and its natural envirorment,laboratory
studies, however, carried out with accurate measurements of
the parameters related to protective behaviors can be of great

value as well.
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1. INTRODUGAOQ

1.1 - COMPORTAMENTO COMO MEIO DE PROTEGAO

A relevancia dos dados comportamentais em
estudos que visam o controle dos moluscos vetores da
xistosomose através da aplicacao de produtos toxicos /
nos criadouros tem sido reiteramente reconhecida pelos
6rgaos internacionais de salide pablica (WORLD  HEALTH
ORGANIZATION, 1965; RITCHIE, 1973).

fnfase especial & dada a possibilidade de
os caramujos escaparem aos moluscicidas gragas a coOmpor
tamentos de protegao: os sobreviventes, ainda gue poucos,
bastariam para promover o repovoamento das colegoes de
idgua quando o efeito do produto cessasse ( PARAENSE ,
1972 ).

Comportamentos de protegao compreendem to-
dos aqueles gue possam contribuir, de alguma forma,para
o0 menor contato do organismo com o moluscicida (RITCHIE
1973). Assim, s3o considerados como tendo fungao presu-
mivelmente protetora os padroes que diminuam a probabi-
lidade de o individuo ser atingido quando da aplicagao.
do produto, ou que prdporcionem uma redugao dos efeitos

tdxicos no individuo ja atingido.

1.1.1. - RETRACAO NA CONCHA

A retracao - da massa cefalopodal na con-
cha constitui uma resposta reflexa generalizada nos
moluscos gastrdpodos, diante de alteracoes bruscas e
intensas no ambiente (PELSENEER, 1935). Eése comporta-
mento pode'ocorrervna presenga de substancias toxicas,

dependendo de sua natureza e concentragao. HARRY &

ALDRICH (1963) verificaram em Biomphalaria glabrata /
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(Pulmonata: Basommatophora: Planorbidae), importante "hos-

pedeiro intermediario do Schistosoma mansoni em nosso

pais, que os individuos se mantinham retraidos na con-
cha gquando expostos por 24 horas a concentragoes dos
ions cobre, prata e cadmio iguais ou superiores a 1 ppm
(parte por milhao), ao passo que, em contato com os Jons
zinco, aluminio e chumbo, essa reagao sO era observada a
5 ou 10 ppm; para os lons manganes e cobalto, nem a 300
ppm se constatava essa reagao.

Ha dbvias razoes para atribuir certo valor
de protecao a esse comportamento, principalmente tendc-se
em conta que o moluscicida sulfato de cobre (Cus0,), lar
gamente empregado, exerce sua agéq letal atraves do
epitélio do molusco (SULLIVAN & CHENG, 1976). O individuo
retraido na concha, portanto, cfereceria menor superficie
de exposigao ao produto, diminuindo seus efeitos.

Outra situac3c em que ocorre retragac - na
concha & quando o ambiente seca. OLIVIER & BARBOSA (1956)

observaram, em B. glabrata e B. straminea, que individuos

submetidos -a dessecagéo cessavam a atividade locomotc-
ra e retraiam-se na concha com o esgotamento da agua no
solo; esses caramujos eram capazes de permanecer em ecta-
do de dorméncia por virios meses, retornando a atividade
quando colocados de volta & agua. Comparando a resistén-
cia 3. dessecacio entre populagoes provenientes de re-
gides sujeitas a secas prolongadas e oriundas de colegoes
de agua permanentes, OLIVIER (1956) verificou que aquelaé

sobreviviam por periodos muitos maiores que estas.

Embora ocorra certa redug¢ao no metabolismo
dos caramujos guando submetidos a essa condigao (VON BRAND,
McMAHON & NOLAN, 1957), indicagac segura de maior econo-
mia no consumo das reservas acumuladas, ha duvidas de

gque esse fator sozinho seja responsivel pela longa sobre-



vivencia dos animais. HEEG (1976) argumenta que O prin-

cipal fator determinante da resisténcia ao ressecamento

-2 o0 contetudo aguoso. Nesse caso, a retragéo . prolonga-

da na concha reveste-se de especial importancia para a
sobrevivencia do individuo, por reduzir ao minimo a per

da de agua para o meio externo.

A sobrevivéncia dos caramujos durante  ©S
periodos de seca tem sido apontada como uma das princi-
pais causas da ineficacia dos tratamentos com moluscici
das. Sabe-se, de longa data (BARLOW, 1935}, qﬁe 0 repo-
voamento de criadouros temporarios, como valas e canais
de irrigacao, pode ocorrer, com O retorno da agua, a
partir de individuos que se conservam sobre a lama, em
vida latente. REY (1956), analizando as razoes do fracas
so dos métodos de combate, considercu a importancia des
se fator, ao lado de outros como a elevada capacidade /
de reprodugao, a agao efémera dos produtos toxicos até
entdo disponiveis e a dispersao dos caramujos transpor-
tados passivamente pelas correntezas, Ou €m decorréncia

de transbordamentos e inundagoes. Recentemente, TOLEDO

et al (1976), trabalhando com formulagoes e tecnlcas me

dernas de aplicag¢ao de moluscicidas, atribuiram o malo-

gro na erradicacao de B. tenagophila em areas urbanas

do Rio de Janeiro, em grande parte, 54 continua -re-invasao
a partir de criadouros vizinhos que escapavam ao trata-=

mento por estarem secos.

1.1.2 - AFASTAMENTO DE: LOCAIS DESSECADOS

A retragao . na concha em resposta ao res-
secamento do meio parece nao ser suficiente para a sobre
vivencia dos caramujos. BARBOSA (1%70), descrevendo a

dinamica populacional de B. glabrata e B. straminea em

Pernambuco, assinalou que, com a estagao seca, os indi-
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viduos expostos a luz solar direta morriam, sobreviven
do apenas os que ficavam protegidos sob folhas,troncos
de Arvores ou na vegetacao rasteira. Deve-se levar em
conta, portanto, a possibilidade de os moluscos veto-

res exibirem comportamentos de orientagao em relacao a
estimulos que lhes permitam atingir locais com micxo-

clima mais favoravel, antes de se retrairem na concha.

NZo ha evidéncias experimentais de que
esses moluscos sejam capazes de se orientar, direcional
mente (por taxia) ou nao (por cinesia), segundo um gra
diente de luminosidade, temperatura ou uuidade, guando
do esgotamento da dgua nos criadourcs naturais. Em la-
boratdrio, com respeito 3 estimulagao luminosa, verifi

cou-se em B. glabrata gue, apagando-se uma fonte de bai

xa intensidade, os sujeitos respondiam com uma pausa /
temporaria na atividade locomotora (SODEMAN, 1973);além
disso, constatou-se, nessa espécie, uma relativa prefe
reéncia por ireas de sombra (SODEMAN & DOWDA, 1974). Em
relacdo 3 estimulagio térmica, demonstrou-se em B. gla

brata que os caramujos tendiam a se concentrar em ZzO-

nas distantes dos extremos de um gradiente de 12 a:38°
C (CHERNIN, 1967}.

Com respeito as reacoes de B. glabrata ao

. abaixamento da Agua propriamente dito, PIMENTEL E WHITE

(1959) verificaram que a maioria dos individuos (92 %)
era capaz de acompanhar uma queda no nivel da agua de
0,32 cm em cada 15 min; no entanto, a ﬁma razao 15 ve-
zes maior, apenas 29% o faziam, 0 que foi interpretado
como consequéncia da inabilidade de os animais detecta
rem e reagirem rapidamente a essas mudangas. Esses mes
mos autores observaram também uma tendéncia de os cara
mujos movimentarem-se, a noite, sobre a lama ainda umi
da, mas sem uma diregao definida, parecendo alcangar /

os locais com Agua apenas por acaso. JURBERG, PIERI &
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RAYMUNDO {em prep.) verificaram, no comportamento de B.
glabrata em dias imediatamente subsequentes a retirada
de agua em uma poca de lama, um aumento significativo

da atividade locomotora e uma tendéncia a penetragao em

buracos.

Apesar de esses resultados sugerirem mais
a existdncia de um mecanismo cinésio de orientagao,atra
vés do qual o efeito imediato da estimulagao ambiental
seria alterar apenas a magnitude da resposta locomotors,
e ndo sua diregao, ainda nao had dados gue desautorizem
uma explicagac do fendmeno em termos de taxias. De qual
quer forma, a simples habilidade de os animais aumenta-
rem a taxa de locomogao ao atingirem zonas mais secas ,
mais quentes ou mais intensamente iluminadas e, por ou-
tro lado, movimentaram-se menos nas areas mais umidas ,
mais frias ou menos ensoraladas bastaria para explicar
probabilisticamente sua permanéncia nos locais mais pro
tegidos do habitat (FRAENKEL & GUNN, 1940).

1.1.3 - saipa DA AGUA

A ida para fora da agua em resposta a con
digoes desfavoraveis do meio, como Superpopulagéo,falca
de alimento, temperaturas elevadas ou apodrecimento da
agua & considerada um fenomeno comum nos planorbideos /
(PARAENSE, 1957), embora haja evidéncias de que, se Os
individuos nio estdo pre-adaptados & sobrevivéncia fora
digua, acabam morrendo no primeiro dia (RICHARDS, 1967).
A ocorrencia desse comportamento também foi assinalada
como reacao a presenca de certos agentes quimicos tes-
tados como moluscicidas, notadamente os compostos feno-
licos (NOLAN, BON & MANN, 1953), sendo que uma das res-
tri¢des ao uso do pentaclofenato de sodio (NaPCP) em

campanhas estd na sua agao "irritativa" sobre os caramu



jos vetores, fazendo-os abandonarem a agua quando apli-
cado em altas doses (REY, 1973}.
PARAENSE (1957) verificou, em populagles /

de B. glabrata, que os individuos jovens sofriam modifi

cagoes na estrutura da concha (engrossamentos calosos /
na face interna do peristoma denominados lamelas), exi-
bindo uma marcada tendéncia para sairem da agua, retra-
irem-se na concha e passarem longos periodos em estado
de dormencia (diapausa}; observou também gue esse com- .
portamento ocorria independentemente de fatores desfa-
voravelis do meio. O mesmo autof verificou, ainda, que,
nessa condigéo, os individuos geralmente abandonavam a
agua guando colocados de volta e que, guando acontecia
de um caramujo permanecer na agua, seu crescimento era
acelerado. RICHARDS (1967) fez constatagoes . semelhantes
em populagoes de B. glabrata de Porto Rico.

Ha evidencias de gue essa predisposigao pa
ra a diapausa seja determinada por heranga multifatori-
al (RICHARDS,1968), ocorrendo mais acentuadamente em po-
pulacoes submetidas a severas modificagSes climaticas /
no ciclo sazonal. As observagoes acima referidas - de
PARAENSE (1957), realizadas num periodo correspondente
i estagao seca no Nordeste, revelaram a ocorréncia maci
ca de saidas de agua seguidas de diapausa nas amostras
provenientes daquela regi3o; os espécimes de Minas Gerais
por outro lado, raramente exibiam esse padrao.

Além do valor adaptativo que esse comporta
mento possa representar nas regloes sujeitas a secas
prolongadas, seu papel na sobrevivéncia dos individuos
aos moluscicidas, mesmo em habitats permanentes, nao
pode ser minimizado. ETGES & GILBERTSON (1966) comenta-

ram, a respeito de uma linhagem de B. glabrata, do Suri

name, que a tendencia de os individuos permanecerem emer

sos por longos periodos, durante os quais estariam vir-



tualmente fora do alcance de produtos tdxicos dissolvi
dos na agua, tornaria improvavel ser toda a populagao

atingida.

1.1.4 - ENTERRAMENTO

Outro comportamento tido como de protegao
& o enterramento mas, a esse respeito, as evidencias /
s3o controvertidas. VELLOSO (1953) verificou em Caratin

ga, MG, a tendencia de B. glabrata enterrar-se na

lama dos brejos, e desenvolveu um método de aplicagao

de sulfato de cobre a altas pressoes, de modo a revol-
ver o solo submerso e agitar a vegetagao agquatica mar-
ginal. PARAENSE, PEREIRA & PINTO {1955} coletaram em

Tarumirim, MG, exemplares vivos de B, glabrata enterra

dos até 40 cm de profundidade, na lama, dentro e fora
do ambiente aguatico. CAMARGO (1977) encontrou na loca
lidade de Lagoa de Dentro, PB, exemplares vivos de

B. glabrata enterrados até 10 cm dentro da lama. CRI-

DLAND (1967) testou a resisténcia de B. pfeifferi ao

ressecamento, e constatou a sobrevivéncia por até 90
dias de exemplares enterrados a alguns centimetros de
profundidade na lama. PIERI, RAYMUNDO E JURBERG (1977),

submetendo exemplares de B. 'glabrata a 20 dias de res-

secamento em laboratdrio, verificaram ser significati-
vamente méis rapida a recuperacao dos que penetravam /
alguns centimetros no solo, em comparagao cCOm oS que
permaneciam com a abertura da concha exposta.

Por outro lado, PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ &
DTAS (1955), trabalhando com B.tenagophila do Rio de

Janeiro, constataram experimentalmente que O0s caramu-

jos cobertos com uma camada de lama nao sobreviviam /
enterrados mais do gue 48 horas, independentemente da
aplicagao dos moluscicidas pentaclorofenato de sodio

ou sulfato de cobre. Agueles autores tambeém nao regis-
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traram um sb caso de penetragac na lama em resposta a
presenca de tais produtos na agua. OLIVIER & BARBOSA /

(1956) submeteram exemplares de B. glabrata e B. stra=

minea, coletados em Pernambuco, 3 dessecagao - gra-=
dual na lama e observaram que, embora sobrevivessem por
varias semanas, 0S caramujos nao penetravam no solo em
resposta as condigaes adversas; qguando o faziam era de
forma parcial e apenas uma consequéncia circunstancial
da atividade locomotora, como a afundamento em lama
macia, PIMENTEL & WHITE (1959) realizaram experimentos

com B. glabrata e Porto Rico para verificar se os cara

mujos eram capazes de se enterrar na lama, seguindo o©
nivel digua durante a evaporagao, ou em resposta a ex-
posigéo solar: os resultados indicaram que, em nenhum
dos casos, houve enterramento ativo por parte dos indi
viduos.

Provavelmente, as razoes dessa controver-
sia devem—se tanto ao aspecto metodoldgico das pesgui-
sas realizadas guanto & propria natureza do fenomeno. Em pri-
meiro lugar, o comportamento de enterranento pode nao
pertencer ao repertdrio de todas as espécies de Biom-
phalaria, e ser restrito a apenas algumas linhagens de
uma mesma espécie. Além dissc, como sugeriram PARAENSE
PEREIRA & PINTO (1955}, esse padr;o pode depender de
estimulos especificos do ambiente (disponibilidade de
alimento, variacoes de temperatura, pH, nivel de agua,
etc) para sua ocorréncia. Também o estado interno dos
organismos (matura¢ao, periodismo, motivagao) podem
ser fatores importantes na determinagao desse comporta
mento.

Seja como for, o potencial epidemiologico
que o enterramento no solo representa nao pode ser su-
bestimado. Para ETGES (1963a), mesmo uma pequena habi-

lidade de cobrir-se no substrato por pouco tempo seria



de valor consideradvel para a sobrevivéncia dos caramu

jos a aplicacoes breves e esporadicas de moluscicidas.

1.1.5 - AFASTAMENTO DE AGENTES TOXICOS

Além da possibilidade de os caramujos ve
tores reagirem & presenga de um moluscicida saindo da
agua, outro aspecto comportamental reievante & a capa
cidade de os individuos escaparem & agao letal de
certos produtos evitando zonas de maior toxidez.ETGES
(1963,1965) e ETGES & GILBERTSON (1966) constataramr em

Bulinus truncatus e Biomphalaria glabrata a habilida-

de de detectarem concentragoes extremamente baixas
de CuSO4

de germe de trigo: os caramujos nao progrediam alem

e NaPCP, mesmo em preparagoes contendo"iscas"

de certo nivel de concentragac, permanecendo imdveis
naguele ponto por longo tempo, oOu movimentando-~se ati
vamente mas sem chegar mais perto da fonte; em nenhum
desses casos os animais apresentaram sinais de distlr
bio.

Esses dados, que sugerem um mecanismo /
quimiocinésico de orientagdo (isto &, nao-direcional
em relacio a fonte de estimulagdo), tém grande impor=
tancia para © combate quimico aos caramujos vetores.
Como nao & possivel garantir gque, nos criadouros natu
rais , todas as areas sejam atingidas por concentra-
goes letais, um moluscicida com tal efeito de "repe-
léncia" poderia nao funcionar, mesmo que se mostre
eficaz sob outros aspectos, como o de estabilidade /
quimica.

Em suma, a ocorrencia de comportamentos
cujas consegiiéncias permitem evitar doses letais dos
moluscicidas parece plenamente possivel no repertdrio

dos vetores da xistosomose, mesmo guando nao constitu
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em uma reacao aos efeitos tOxicos do produto.  Nesse
contexto, ha a tendencia de os jovens de certas linha
gens - sairem da &gua e passaram por um periodo de
diapausa, independentemente de condigoes adversas do
meio; assim, até nos habitats permanentes sempre per-
maneceria a possibilidade de alguns nao serem atingi-
dos e repovoarem os criadouros. Em colegoes de agua

temporarias, também a reagao dos caramujos ao desseca
camento, movimentado-se no solo até encontrarem lo-

cais mais protegidos, e ali permanecendo retraidos na
concha, tem valor adaptativo: esses locais passariam

despercebidos quando da aplicagao de moluscicidas e,
com o retorno das aguas, funcionariam como foco de
repopulagao.

Quanto aos comportamentos adaptativos em
resposta & presenga de agentes tdxicos, hd evidéncias
de reacdes guimiocindsicas de afastamento diante de
pequenas doses de certos produtos e saida da agua ou
retragado prolongada na concha frente a concentra goes
mais elevadas. Nessas circunstancias, o individuo. po-
deria escapar detectando doses sub-letais e evitando
maior exposicao ac produto. O enterramento no substra
to, por sua vez, parece depender de condigoes particu
lares tanto do organismo guanto do meio, e nao ha
provas de sua ocorréencia como reagao a moluscicida- .

Fica evidente, portanto, gque, na elabora
¢30 de programas de controle da xistosomose através /
do combate gquimico ao vetor, tanto os criterios para
escolha dos moluscicidas mais eficazes quanto as estra
tégias para sua aplicagéo-devem levar em c¢onta ©os com
portamentos de protegao dos caramujos. A O.M.5.(WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1965), padronizando as técnicas
para caracterizagao da atividade moluscicida, recomen

dou ‘a realizagao de testes especificos com o objetivo
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de verificar a ocorréncia de padrdes comportamentais
capazes de contribuir para a sobrevivencia dos cara-
mujos ou tornd-los mais vulneraveis aos produtos to-
xicos. RITCHIE (1973), analizando os aspectos prati-
cos do controle com moluscicidas, situou o levanta-
mento de dados sobre o comportamento dos . caramu’jos
em resposta aos fatores ecoldgicos como essencial pa

ra o planejamento de campanhas.

1.2 - COMPORTAMENTO COMO CRITERIO DE TOXIDEZ

1.2.1 - ENSAIOS BIOLOGICOS COM MOLUSCICI
DAS

A escolha de compostos guimicos para uso
como moluscicidas depende de critérios midltiplos, em
que sao levados em conta fatores como toxidez, esta-
bilidade, facilidade de aplicagao e prego (PAULINI ,
1965). No que se refere & caracterizagao da ativida-
de tdxica dos produtos, padronizou-se uma técnica
para realizagio de ensaios bioldgicos em laboratdrio
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1965) de modo a permitir
a comparagéo dos resultados obtidos por diferentes /
pesquisadores, nas varias partes do mundo e com as
diversas espécies vetoras.

O ensaio consiste em determinar o nivel
de toxidez de um novo produto (ou de um j& conhecido,
mas em novas condicdes) submetendo-se grupos de cara
mujos a diferentes concgntragBes do composto e veri-
ficando-se as respectivas taxas de mortalidade. Os
sujeitos sao colocados em recipientes contendo as
solugoes de teste, ali permanecendo por certo tempo
(periodo de exposigao); ao final, sao levados e txans
feridos para recipientes com Agua pura onde permane-
cem por mais algum tempo (periodo de recuperagao) .0s

caramujos sao entao examinados, registrando-se o
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nimero de mortos em cada concentragao.

O indice de toxidez do moluscicida e
calculado estatisticamente com base nessas determina
coes de mortalidade, sendo expresso em termos de
uma concentracao letal (LC) de referéncia: em geral,
aquela correspondente a taxa de 50% (LCSO) ou 90 %
(LCqq S

sujeitos a uma concentragao de 0,1 ppm (LC50=0,1) e

) de mortes. Assim, um produto qgue mata 50% dos

classificado como mais toxico que outro, que apresen
ta a mesma taxa de mortalidade a 1,0 ppm (LCSO=1,O),
por exemplo.

Os sequintes pontos sao recomendados pa-

ra a realizagao dos ensaios biologicos:

a. Sujeitos: adultos nao infectados, de
origem local, com idade e tamanho uniformes, em nume
ro de 80, no minimo.

b} Recipiente de teste: vasilhas de
vidro com 1 litro de capacidade (para 10 sujeitos )
ou com 500 ml (para 5 sujeitos), com uma cobertura /
de tela abaixo do nivel da agua.

c. Solugdes: diluigBes sucessivas & 102
parte (10, 1 e 0,1 ppm) em agua desionizada.

d. Luz: iluminagao convencional do labo-
ratdrio com alternancia dia/noite.

e. Temperatura: 25% 10 C.

f. Aeragdo: nao necessaria.

g. Alimentagao: ndo necessaria.

h. Periodo de exposigao: 24 horas de con
tato com a solugao.

i. Lavagem: trés passagens em recipientes
com agua desionizada.

j. Perfodo de recuperagao: 24 horas ou

mais em agua desionizada.
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1. Réplicas: duas para cada concentragao
com 10 sujeitos ou gquatro, com 5 sujeitos.

m. Grupo de controle: recipientes com /
100 ml/individuo em agua  desionizada para a verifica-
¢ao da taxa normal de mortalidade.

n. Critério de morte: descoloragao, au-
séncia de contragoes musculares ou de movimentos ci
liares no epitélio.

o. Indices de toxidez: valores de LC .,
ou LC g calculados através do metodo de LITCHFIELD
& WILCOXON (1949).

Recentemente, outros critérios para a
avaliar a toxidez de um composto, além da letalidade
tém sido desenvolvidos, visando a obtengao de medidas
mais rigorosas e abrangentes. CHENG & SULLIVAN (1973a)
compararam o efeito de dois compostos de cobre em

B. glabrata, utilizando dados respirometricos ao

lado das determinagoes de mortalidade. Esses mesmoOS
autores (CHENG & SULLIVAN, 1973b) analisando a influ
éncia de CuSO, sobre a taxa de batimentos cardiacos

de B. glabrata, verificaram ser essa uma medida mui

to sensivel s diferentes concentragoes daguele . mo-
luscicida, e sugeriram sua utilizagao em ensaios bio
logicos.

MALEK & CHENG (1%974) propuseram O e€mpre-
go sistemdtico das determinagoes respirométricas e
de batimentos cardiacos para testar a agao dos molus
cicidas numa base mais rapida e gquantitativa. 0
método, sugerido como uma complementagéo aos testes

de letalidade para Biomphalaria spp., consistia numa

combinagao dos procedimentos empregados por CHENG &
SULLIVAN (1973a;b) e observagaes concomitantes no

comportamento dos sujeitos.
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1.2.2 - CRITERIOS COMPORTAMENTAIS

Até o presente, ha apenas referencias qua
litativas aos aspectos comportamentais, em ensaios
com moluscicidas. NOLAN, BOND & MANN (1953),fazendo
triagem de uma variedade de compostos, relataram as

seguintes reacoes de B. glabrata durante e imedita-

mente depois da exposicado: (1) retracao do corpo
na concha, (2) extensao do corpo além da margem pa-
leal da concha, (3) saida "da aqua e (4) imobilidade.
Nao foram feitas, entretanto, consideragaes sobre
a ocorr@ncia desses padroes em fungao da toxidez dos
produtos, sendo esta determinada em termos de morta
lidade.

HARRY & ALDRICH (1963), por sua vez,des

creveram em B. glabrata vm conjunto de reagoes. ago—

nicas ( “distress syndrome") a ions metilicos,iden-
tificando os seguintes elementos comportamentais :

(1) o animal permanecia no fundo do aquaric com a
massa cefalopodal distendida, incapaz de fixar-se /
com o pé no substrato, embora ficasse constantemen-
te de ponta-cabec¢a, numa aparente tentativa para
fazé-lo; (2) os movimentos do pé tornavam-se gradu-
almente mais fracos e menos fregientes; (3) ocorri
am, as vezes, contragaes espamodicas ao corpo; ( 4)

o animal ficava incapaz de ir a superficie para res
pirar. A ocorréncia desse sindrome variava de acor-
do com a natureza do ion e da concentragao a - que
os individuos eram submetidos. Por exemplo, para
prata, cadmio e cobre as reagoes agdnicas se davam
entre 0,05 e 0,1 ppm; acima desses niveis o animal

mantinha-se retraido na concha e, abaixo, exibia pa
drdes normais de conduta (sola pedal extendida e
aplicada ao substrato, geralmente em reptagEo).Para

ijons como manganas e cobalto, o referido sindrome /



;15_

sé era observado a concentragoes maiores que 20 e
30 ppm, respectivamente. Com base nessas categorias
( e em elementos ndo comportamentais, como inchagao
na base dos tentaculos), determinou-se a maior ou
menor toxidez dos Ions: aqueles em que se observavam
reacdes agdnicas a menores concentragoes eram classi
ficados como mais toxicos.

CHENG & SULLIVAN (1973b), identificaram

diferencas comportamentais em B. glabrata de acordo

com a concentragao do CuSOQ.A 2,5 ppm de cobre ou
mais, os caramujos retralam-se totalmente na concha
1 minuto depois de imersos na solugéo, havendo, &s
vezes, liberacdo de bolhas de gas provenientes da
cavidade paleal; depois de duas horas, a regiac pe-
Aal dos animais fica&a coberta por muco. A 1,0 ppm,
os individuos retralam-se gradualmente na concha /
2pds um periodo inicial (de dois minutos, geralmen—'
te) em que realizavam tentativas de reptagao. - A
0,01 ppm, os caramujos exibiam reagoes caractéristi
cas do sindrome agdnico, havendo, porém, variagoes
individuais: em alguns casos ocorria retragao na
concha; em outros, extensao do corpo e tentativas /
de fixagéo no substrato; e ainda outros, subidas
pelas paredes laterais do recipiente.

Embora, nos estudos acima referidos,n2o
se tenha caracterizado quantitativamente o0s padroes
comportamentais identificados, as evidencias obti-
das sugerem claramente a possibilidade de se deter-
minar a toxidez dos produtos testados em termos de
diferencas mensuraveis no comportamento. Tanto HARRY
& ALDRICH (1963) quanto CHENG & SULLIVAN (1973b)ocon
sideraram apenas a presenga ou auséncia de um dado
conjunto de reagoes como indicador de toxidez e,

talvez por isso os critérios comportamentais nao
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tenham alcancado do grau de precisac desejado. O que se
faz necessario aqui & o emprego de parametros gquantita-
tivos capazes de detectar diferencgas de comportamento /
entre niveis de concentracdes relativamente prdximas e
que fornecam indices fidedignos de’ toxidez. _

Para uma abordagem sistematica do comportamen
to dos caramujos vetores da xistosomose em relagao aocs
moluscicidas, faz-se necessario um enfogue global que
ofereca uma base_metodolégica segura para a caracteriza-
caoc rigorosa dos padroes relevantes e para a anidlise ob-
jetiva das relacoes e causa e efeito envolvidas. Nesse
contexto, os modelos de investigagao proporcionados pela
moderna Ftologia abrem amplas perspectivas (BERMANT &
ALCOCK,1973).

1.3 ~ ABORDAGEM ETOLOGICA DO COMPORTAMENTO

1.3.1 - CATEGORIZACAO E DESCRIGAO

Uma das caracteristicas da abordagem /
etoldgica & a énfase na observagao e descrigao do compor
tamento como pré-requisito para a anilise das relagoes
de causa e efeito. Partindo da observagao do animal nas
condigdes mais naturais possiveis, o etdlogo procede,em
primeiro lugar, a identificagao de categorias comportamen
tais e 3 sua definig3o em termos descritivos (ADES,1976).

Segundo CUNHA (1975), essa etapa comega
com a divisio do comportamento em categorias, tomando-se
como limites naturais os pontos de transigao normalmente
verificados no fluxo comportamental, e distinguindo-se /
os fendmenos por sua forma ou por seus resultados. Cada

categoria e entao definida, descrevendo-se suas caracte-
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risticas essenciais (forma e ordem ou padrao em gue OS

eventos ocorrem).

A descrigao de uma categoria comporta-
mental pode ser nao sb fisica (morfoldgica), em termos
dos padroes espago-temporais dos 6rg§o$ efetores — mis-
culos e glandulas — mas também por conseqiiencia (funcio
nal), em termos de seus resultados imediatos no meio
ambiente (HINDE,1970; HUTT & HUTT, 1970). Por exemplo ,
"retracdo na concha'refere-se a movimentos de partes
do corpo e, em ultima andlise, 3 contragao de misculos;
"subida a superficie", por sua vez, refere-se nao a
cordenacdes motoras especificas mas ds suas conseguén-
cias. Hinde (1970) assinala as seguintes vantagens da
descrigac por consequéncia: (1) abrange, numa mesma ca-
tegoria, padroes morfologicamente diferentes mas que tem

um resultado comum f(em B. glabrata, a subida a superfi—

cie pode se dar nao sO em conseqiiéncia do deslizamento

da sola pedal no substrato, como tambem, algumas vezes,
da flutuagao do animal quando seu pe se solta do solo;
(2) permite a caracterizagéo da categoria em termos de
alteragdes definidas no ambiente, reduzindo 0s erros de
observacao (guando o caramujo desova ou defeca, por exem
plo, seus efeitos podem ser facilmente verificados, em-
bora os padrdes motores envolvidos sejam de dificil re-
conhecimento); (3) chama atengao para aspectos importan
tes da interagao organismo-meio que podem nao aparecer

na descrigao fisica (em B.glabrata, as categorias "subi

da 3 superficie" e "descida ao fundo" podem ser indistin
guiveis morfologicamente; no entanto, correspondem . a
orientagoes diferentes do organismo em relagao ao meio)

Para CUNHA (1976) a descrigao do compor
tamento deve ser realizada com base em referenciais na-
turais, de modo a permitir um estudo adequado das inte-=

racdes entre o organismo e o ambiente. Por esse critério,



a divisdo das categorias em suas fases componentes @
levada a efeito através da identificagao de ~ posturas
(disposicgoes espaciais estacionarias de partes do cor-

po umas em relagao s outras), movimentos ( mudangas de

posicao espacial de uma ou de ' mais partes do organis-
mo em relacao a outras, tomadas como referencia) e es=
tados (revelados por aspectos funcionais tails como tem
peratura, cor, rigidez, etc. de uma estrutura organica
ou suas partes) (CUNHA,1975). A descrigao de movimentos
ativamente determinados deve ter sempre como referenci
al pontos, eixos ou regioes por onde se transmitem for
gas reais dentro do organismo; a definicao de categori
as com base em pontos de referencia externos, arbitra-
rios, seria inadequada para o estudo das relacoes cau-
sais, por nao levar em conta os referenciais fixados /
no processo de evolugao biologica (CUNHA, 1976). Dentro
dessa abordagem estaria, por exemplo, a definigao, e

B. glabrata, de categorias posturais da concha em re-

lagcao 3 massa cefalopodal em termos de inclinagoes an-
gulares longitudinais (entre o plano mediano da concha
e o da massa cefalopodal, considerados num plano hori-
zontal) e verticais (entre os mesmos planos medianos
acima referidos, porém, considerados num planc frontal)
(PIMENTEL~SOUZA et_al,l976a).

A atribuicdo de nomes as categorias,
por sua vez, permite fazer-se referéncia aos eventos /
comportamentais identificados sem necessidade de repe-
tir, ao mesmo tempo, sua descrigﬁo (CUNHA,1976) . Embora
se trate de uma guestdo de convengdo, a denominagao da
categoria deve ser tal que evoque prontamente, e sem
ambiguidade terminoldgica, sua definicao apenas em
termos de observaveis (CUNHA, 1976). Os nomes escolhi-
dos devem evitar implicacdes de causa ou fungao (SLATER

1978). Assim, denominagdes como "saida da agua’, por
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evocarem apenas dados observacionais, devem ser prefe-
ridas aquelas gque, como "fuga para fora da agua", con-
tém elementos inferenciais cuja comprovagac depende

de experimentos.

1.3.2 - MENSURAGAO E REGISTRO

Uma vez identificadas as categorias comporta-
mentais relevantes, sua ocorréncia dever ser quantita-
tivamente determinada para que se possa estabelecer re
lacoes de causa e efeito entre os eventos. Dentre os
varios parimetros empregados na mensuragao do comporta
mento animal (DENEMBERG & BANKS, 1969), alguns teéem-se
mostrado particularmente uteis na caracterizagao de
diferentes aspectos comportamentais dos caramujos veto
res da xistosomose: '

- Freqiiéncia (nimerc de vezes em que determi-
nado padrao ocorre durante um periodo de tempo especi-
ficado): sio exemplos desse parametro as medidas de
subida 3 superficie efetuadas por TOWNSEND (1874) e
por PIERI, JURBERG & RAYMUNDO (1977), em B. glabrata.

- Magnitude ou amplitude ( nivel de intensida

de do comportamento): em B. glabrata, podem ser cita-

dos como exemplo a quantidade de alimento ingerido /
(TOWNSEND, 1974), a expessura da camada de muco secre-
tado em meio tdxico (CHENG & SULLIVAN, 1973}, o angulo
de inclinagao da concha em relacao a massa cefalopodal
(PIMENTEL-SOUZA et _al, 1973a), o tamanho da massa cefa
lopodal exposta (PIMENTEL-SOUZA et al, 1973b), © grau
de retracao : na massa cefalopodal dentro da concha
(PIERI, LAYMUNDO & JUBERG, 1977).

- Duracao (tempo de ocorrencia do comportamen
to): como exemplo em B. glabrata citam-se o tempo de
permanéncia na superficie (PIERI, JURBERG & RAYMUNDO ,
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1977), o tempo de permanéncia abaixo do nivel de agua
(TOWNSEND, 1974) e o tempo de contato entre individuos
(SIMPSON, THOMAS & TOWNSEND, 1973).

- Velocidade (distancia percorrida por unida-
de de tempo): em B. glabrata ha determinagoes dessa
natureza efetuadas por PIMENTEL & WHITE (1959) ,SIMPSON
THOMAS & TOWNSEND (1973), SODEMAN (1973) e PIERI, JUR-
BERG & RAIMUNDO (1977).

Quanto ao registro comportamental propriamen-

te dito, varias técnicas sao empregadas em estudos eto
16gicos, dependendo nao sd da natureza das categorias
escolhidas como do tipo de informagoes que se deseja
obter (DENEMBERG & BANKS, 1969; HUTT & HUTT, 1970 e
SLATER, 1978). S3ao comumente utilizados para levanta-
mento guantitativo do comportamento: gravador de fita,
lista para assinalar, registrador de evento (poligra—
fo), filme e video—tape.

0 gravador de fita permite ao observador re-
gistrar um ou mais eventos relatando sua ocorrencia ao
microfone e, posteriormente,'transcrevendo as informa-
goes obtidas. Com auxilio desse instrumento, obtém-se
facilmente registros de frequéncia, duragao ( convencio
nando-se um sinal verbal para indicar o inicio e o tér
mino do evento) e ordem de ocorréncia.

0 uso de protocolos contendo lacunas para o
observador assinalar a ocorréncia de categorias pré-se
lecionadas tambem proporciona o registro de eventos em
termos de frequéncia e duragao, e permite rapida anali
se dos resultados. As categorias s3ao listadas em colu-
nas, lado a lado, & o tempo decorrido & dividido em in
tervalos especificados nas sucessivas linhas horizon
tais. Quando um evento se inicia, marca-se a lacuna
correspondente com um sinal previamente convencionado;

caso se prolongue por um tempo maior que O intervalo /
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estabelecido, as lacunas imediatamente abaixo sac con-
secutivamente assinaladas até que o evento termine.

0 registrador de eventos 2 um aparelho em que
a ocorréncia de cada categoria & registrada graficamen
te, atraves de uma linha tragada continuamente por
uma pena sobre um papel que se desloca em velocidade /
constante. Quando um evento se inicia, ha um desvio na
posicao da pena (operado automaticamente ou manualmen-
te) resultando numa mudanga de trajetéria da linha ;
quando o evento termina, a pena retorna a sua posigao
inicial, fazendo com gue a linha tragada volte a traje
tdria anterior: informagdes sobre a frequéncia e a du-
ragac dos eventos s3o obtidos medindo-se a extensao /
das linhas na escala de tempo correspondente a veloci
dade de deslocamento do papel.

Embora o registro comportamental por gravador
ou por lista propicie medidas acuradas dos eventos, a
exigéncia da presenga do observador durante todeo o}
tempo das sessoes limita sua aplicacao a periodos nao
muito longos. O mesmo pode ser dito em relagao ao re-
gistrador de evento, a menos que se trate de categori
as comportamentais passiveis de registro automatico .
Como nos moluscos, em geral, & regra ocorrerem eventos
com relativa baixa frequéncia e longa durégéo; as
sessdoes de observacac, para serem representativas,ten
dem a exigir mais tempo do gue na maioria dos casos /
em que essas técnicas sac ordinariamente empregadas .
Por sua vez, 0 registro automatico de eventos tem sua
utilidade reduzida a alguns aspectos comportamentais ,
como locomogac, e sob condicoes muito particulares (SO
DEMAN, 1973). |

0 emprego de filme e video-tape,por outro la-
do, nac sb proporciona um registro mais abrangente dos

eventos comportamentais (mesmo nos poligrafos mais mo-
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dernos o nimero de categorias registraveis simultanea
mente nao excede a algumas dezenas), como permite a
realizacdo de sessoes prolongadas sem a presenga do
observador. Além disso, a fidedignidade dos dados @
assegurada pelo fato de que, guando necessario, as
sessdes podem ser repassadas e as mensuragoes conferi
das.

Uma vantagem adicional da técnica de filmagem
& a possibilidade de o registro ser efetuado com lap-
so de tempo: em vez de a filmadora operar continuamen
te, um dispositivo de controle de tempo {("timer") a
ela acoplado permite o avango quadroc & quadro da pell
cula a intervalos pre-fixados. Com isso, obtem-se re-
gistros ininterruptos de longa duracao e de baixo cus
to operacicnal.

0 uso de cinematografia com lapso de tempo
tem sido amplamente difundico no ambito dos estudos /
de comportamento (MICHAELIS,1955), alcangando crescen
te aplicacao como instrumento de registro de ativida-
de animal (GANS,1966). Seu emprego na analise de
aspectos comportamentais de dificil observacgao nos
moluscos tem-se mostrade elucidativo, como, pOr exem— .
plo, em estudos sobre o ritmo circadiano de gastropo-
dos prosobranquios dulcicolas (BEESTON & MORGAN,1979)
e pulmonados terrestres (NEWELL,1965; JURBERG,1977).

No que diz respeito ao comportamento dos
moluscos vetores da xistosomose, ja se pode citar al-

guns trabalhos com B. glabrata envolvendo filmagens a

intervalos de tempo: TOWNSEND registrou as trajetdri-
as seguidas em resposta a estimulos provenientes de
fontes alimentares (1973) ou orilndos de trilhas de
muco produzidas pelos individuos da espécie (1974), e
realizou medidas temporais da emersdo e submersao dos

caramujos em funcao da presenga de alimento no fundo
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(1975); SIMPSON, THOMAS & TOWNSEND (1973) fizeram men-
suragdes sobre a movimentagao dos individuos uns em re
lagao aos outros para determinar seu grau de sociabili
dade; SODEMAN & DOWDA (1974) compararam o tempo de per
manéncia dos indivudos em locais que diferiam na tempe
ratura, luminosidade e disponibilidade de alimento.
PIERI, JURBERG & RAIMUNDO (1977) elaboraram
uma técnica para o estudo do comportamento dos planor-
bideos sob condigoes controladas em laboratério, fazen
do uso de cinematografia com lapso de tempo. Esses au—
tores guantificaram diferentes aspectos comportamentais

de B. glabrata, com Indice de fidedignidade superior a

98% para as medidas de freqiéncia, duracao e velocida-
de, e sugeriram sua utilizag¢ao na andlise do nivel de
resposta desses animais aos meluscicidas e dos compor-
tamentos de protegao frente a condigoes adversas do

meio em geral.

1.3.3 - ANALISE CAUSAL

A andlise etoldgica das relagdes causa - e —
efeito processa-se através da identificag¢ao dos aspec-
tos particulares do ambiente externo envolvidos na de-
flagragac do comportamento (estimulos-signo) e das
condigoes ou estados internos a ele relacionados (CUN-
HA,1975). Para tal, & necessario levar em conta as ca-
racteristicas dos O6rgaos sensoriais e as potencialida-
des dos mecanismos neuro-motores do animal: sem se
considerar as limitagOes impostas pelo nivel de organi
zagao de seus sistemas integrativos (TAVOLGA,1969),cor
re~-se o risco de formular hipdteses irrelevantes.Assim,
analisar os comportamentos de protegao dos caramujos /
vetores da xistosomose atribuindo-lhe a capacidade de
"evitar o perigo" ou "reagir a ameacas do meio”,impli-

ca em admitir a existéncia de processos "mentais" in-
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incompativeis com o grau de complexidade do sistema ner
voso dos moluscos.

Fala-se em "analise causal" quando sao abor
dadas as relagoes entre o comportamento e as condigoes
gque o antecedem no tempo: no caso de se verificar a
ocorrencia de modificagoes comportamentais sistematica-
mente correlacionadas com os aspectos imediatamente pre
cedentes, estes sao referidos como "causas imediatas ",
no caso de se constatarem alteragaes no comportamento /
em decorréncia do desenvolvimento do organismo, estas
530 referidas como "causas ontogeneticas", no caso de
diferencas comportamentais estabelecidas filogenetica-
mente, as causas sao ditas "evolutivas" (HINDE,1970) .

0 procedimento pelo qual o etdlogo investi
ga as causas de um comportamento consiste essencialmen-
te em identificar as circunsti@ncias do meio ambiente ex
terno e do prdprio organismo regularmente associadas a
sua ocorrancia: as circunstancias externas etoldgicamen
te importantes sao, em geral, as mudangas correlatas ao
comportamento verificadas no ambiente imediato do orga-
nismo; entre as internas, estao as que caracterizam ta-—
xonomicamente sua espécie, seu estado de desenvolvimen-—
to, a condicao presente em sSeus varios orgaos e as mudan
¢as gue ocorreram ou estiao ocorrendo no seu interior co
mo consequéncia de ter sido submetido a determinadas /
circunstancias ambientais anteriormente (CUNHA,1976).

Na pratica, compara-se a resposta do animal
em diferentes situacdes em que se varia apenas um fator
de cada vez: as diferengas comportamentais porventura en
contradas constituem indicagdo da influencia do fator em
questao. Caso se gqueira, por exemplo, verificar os efei-
tos de um produto moluscicida sobre a atividade locomo-

tora de B. glabrata, submetem—-se grupos de individuos a

varias concentragoes sub-letais do produto e registra-se
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o comportamento sob o maior nimeros possivel de aspectos
(forma e sequéncia de movimentos, posturas,etc) caractg
rizando-os quantitativamente (frequéncia, duragao, velgQ
cidade,etc): se forem estatisticamente constatadas dife
rengas entre as medidas de uma mesma dimensao nos varios
grupos, estas sao atribuidas & agao do moluscicida.

A analise causal do comportamento geralmen
te revela uma rede de multiplas circunstancias implica-
das em sua determinagao, nao havendo sentido em limi-
tar-se a investigagao de fatores isolados ou a conside-
ragcao apenas de um nivel de causacao. Quanto as respos-

tas de saida da dgua em B. glabrata, por exemplo, as

evidéncias apontam causas de diferentes naturezas para
sua ocorreéncia (PARAENSE,1957): certas circunstancias /
no meio externo, como inadequaqﬁo de alimento ( causas

imediatas ) ou modificagGes internas verificadas em cer
ta fase do desenvolvimento (causas ontogeneticas) cu
mesmo diferengas entre ragas geograficas (causas evolu-

tivas).
1.3.4 - ANALISE FUNCIONAL

A investigacao das relagoes entre o compor
tamento e suas conseqgiiéncias em termos da adaptagao bio
logica dafeéﬁécie representa um outro nivel de analise
cujo objetivo nao & propriamente elucidar os mecanismos
responsaveis pela ocorréncia de dado evento comportamen
tal, mas avaliar seu papel no processo de selegao natu-
ral. Fala-se, ent3o, em "analise funcional" do comporta
mento, e procura-se identificar os aspectos em que ele
contribui para a sobrevivéncia da espécie. '

TINBERGEN (1965) aponta dois procedimentos
basicos através dos gquais essa anilise pode ser levada
a efeito: (1) isolar uma pressao ambiental especifica /
(ressecamento do meio, por exemplo), e investigar COmo

o animal a enfrenta, e (2) partindo de uma carater com-

AT
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portamental cuja funcao seja desconhecida, examinar em
que aspectos ele contribui para a sobrevivencia, a que
imposi¢oes do ambiente ele atende e como o faz.

Uma das implicagOes dessa abordagem e a
exigéncia de considerar as vantagens adaptativas apa-
rentes como meras hipdteses, até a obtengao de evidéen-
cias experimentais que as confirmem. Esse critério tem
especial aplicagao no caso dos comportamentos de prote-
cado dos caramujos vetores: por exemplo, o fato de a

retracaoc na concha em B. glabrata oferecer menor su-

perficie relativa de contato com produtos tdxicos nao
significa necessariamente que esse comportamento tenha
valor de sobreviveéncia; a menos que se realizem testes
especificos em que, . por exemplo, seja constatada maior
taxa de mortalidade entre os individuos que nao exiham
o comportamento, essa vantagem adaptativa deve ser con-—
siderada apenas suposigao.

Embora, a primeira vista, esse rigor meto-
doldgico pareca dispensdvel frente a "obviedade" de cer
tas consequéncias comportamentais {como no caso da sal-
da da Agua, permitindo ao individuo escapar da aplica-
cao do moluscicida), os experimentos, guando postos em
pratica, podem revelar aspectos nao evidentes numa ana-
lise puramente causal. Segundo TINBERGEN (1965), os es-—
tudos funcionais do comportamento permitem esclarecerx /
nao sd6 a questao de se um determinado padrao & adaptati
vo ou naoc: em primeiro lugar, podem fornecer provas ine
gquivocas sobre como o comportamento contribui para a
sobreviveéncia; podem também demonstrar experimentalmen-
te as pressdes de selegao que impedem a espécie de se
desviar da atual norma comportamental; em terceirec 1lu-
gar, podem sugerir as pressoes de selegao que modelaram

a espécie no passado.

0 estado atual do conhecimento sobre 05
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mecanismos de protecao dos caramujos vetores da xistoso
mose em relagéo as condigGes adversas do meio, em geral
e aos moluscicidas, em particular, ainda esta longe
de permitir o estabelecimento de estratégias seguras de
combate. A importancia do comportamento nesse contexto,
por conseguinte, nao pode ser subestimada.

No entanto,©0 nimero de pesquisas causais
sistematicas a esse respeito & surpreendentemente limi-
tado. Essa carencia parece nao ser exclusiva dos traba-
lhos com planorbideos: PIMENTEL-SOUZA (1977) assinalou
que, em contraste com a volumosa literatura existente
sobre ¢ sistema nervoso dos moluscos, ha poucos dados
comportamentais disponiveis; estudos sobre a agéo de fa
tores quimicos no comportamento dos gastropodos dizem
mais respeito a estrutura e a fisiologia dos orgaos sen
soriais envolvidos do que ao comportamento { CHARLES ,
1966; WILLOWS, 1973). A analise dos aspectos funcionais
dos comportamentos de protegao, por seu lado, parece
inexistir em termos experimentais, havendo apenas sugesg

toes acerca de possiveis mecanismos.

A parte experimental do presente trabalho-
trata de um aspecto particular do problema do controle
do vetor, qual seja, o da utilizacao de parametros com-
portamentais como critério de toxidez nos ensaios biolo
gicos com moluscicidas. Atravds da aplicagao das técni-
cas etoldgicas de catecorizagao y, mensuragao e registro,
pretendeu-se desenvolver uma metodologia gue permitisse
o emprego sistematico dos dados comportamentais como
indicadores fidedignos e abrangentes da acao dos produ-
tos gquimicos empregados no combate aos vetores.

0 procedimento obedeceu basicamente ao
paradigma recomendado pela O.M.S. para a realizagao de
ensaios bioldgicos com moluscicidas (v.segao 1.2.1). As

modificacdes introduzidas visaram tao somente permitir
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o registro comportamental por cinematografia com lapso
de tempo, segundo técnica desenvolvida pelo autor e
colaboradores (PIERI, JURBERG & RAYMUNDO,1977), e cuja
descricao & aqui resumida nas secbes 2.2.1,2.2.2 e 2.2.
3.

A escolha do sulfato de cobre como meio /
toxico para os testes deveu-se nao sd a sua ampla uti-
lizagao no controle da xistosomose (DUNCAN,1974) como
também ao seu emprego como moluscicida de referencia
nos testes com novos produtos (BRAUX & GILLET,1961) .
Além disso, € em relagéo a esse composto que se regis-
tra na literatura maior nimero de observagoes comporta
mentais, tanto em estudos de laboratorio como de campo

(v. secoes 1.1l e 1.2}.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 - SUJEITOS
2.1.1 - CONDICOES DE CRIACAO

Foram utilizados caramujos da espécie B. gla-
brata provenientes de uma criacdo mantida pelo Dr. RGG—
tan de Rohan L, Soares no Laboratdrio de Xistosomose do
Instituto . Oswaldo Cruz.

Seis meses antes do inlicio dos testes, capsu-
las oviferas de um Unico adulto foram transferidos pa-
ra um tangue de amianto (dimensoes internas: 62 x 62
x 25 cm) contendo agua préviamente mantida no escuro
por 1 més. Na mesma ocasido, foram colocados alguns ra

mos de Elodea canadense e exemplares de Lebistes reti-

culatus ("guppy"). A criacao era alimentada com alface
fervida e, mensalmente, adicionavam-se cerca de 10 g
de carbonato de calcio (precipitado leve) a agua. 0

tanque de criagao era mantido no interior do laborato-
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rio, em local sob incidencia de luz solar, mas ao
abrigo de variag¢oes extremas de temperatura. Semanal-
mente, o nivel da Agua era completado com agua desti-
lada.

2.1.2 - CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

Para os ensaios eram selecionados individuos
melanicos com didmetro da concha medindo entre 15 e
20 mm. Apds a realizacao dos testes, procedeu-se a
determinagao precisa das dimensdes de 28 exemplares ,
aleatdriamente escolhidos entre os sujeitos —utiliza-
dos: o diZmetro da concha foi de 17,6 = 0,86 mm ( mé-
dia e desvio padrao) e o nimero de giros, 5,9 ¥ 0,29

(média e desvio padrao).
2.2 - EQUIPAMENTO
2,.2.1 - CAMARA DE OBSERVAGAO

Uma caixa de madeira com paredes duplas, me-
dindo internamente 70 x 50 x 50 cm, foi construida pa
ra oferecer iluminagao com ciclo dia-noite e tempera-=
tura controlada, além de permitir a realizagao de

registros cinematograficos (figura 1).

A iluminagao da camara era provida por duas
lampadas fluorescentes-de 15 W tipo "1luz do dia" (la,
na fig.l), situadas no teto e com os reatores instala
dos do lado de fora. Abaixo delas, havia uma placa de
acrilico fosca (pd) para difundir a luz. Um programa-=
dor de tempc marca SERMAR modelo "Cronomat" (se) ex-
terno 3 camara era regulado para acender as lampadas
ids  6h00 e apagd-las ds = 18h00. ., reproduzindo o
ciclo dia~noite.

A températura no interior da camara era manti
do entre os limites requeridos (25 f 10¢) com o funcio
mento, na sala, de um aparelho condicionador de ar,

acionado por um segundo programador de tempo,de modo
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a manté-lo em operacao endquanto as luzes da camara es—
tivessem acesas. Além disso, um pequeno exaustor {ex),
dotado de motor de alta rotagao e dirigido para uma
abertura praticada no teto (as), promovia a circulagao
interna de ar durante o dia, sob comando de programa-

dor de tempo da camara.

2.2.2. — UNIDADE DE REGISTRO CINEMATOGRAFICO

Uma filmadora super-8 marca CANON modelo "Au-
to-Zoom 814 E" (fi, na fig.l), era colocada fora da
camara de observagéo, havendo, numa das paredes laterais
uma abertura por conde se intrcduzia a objetiva. Esta
era ajustada para a menor distancia focal (7,5mm) e ©
menor valor na escala de distancia (1,2 m).

As filmagens eram realizadas quadro a quadro,
e um dispositivo de controle de intervalo ("timer")mar
ca CANON modelo "E" (in,na fig.l) acionava o mecanismo
de exposigao e avango do filme, com lapsos de 30 segun
do. Sincronizado a ele havia um flash eletrdnico (fl )
marca MECABLITZ modelo "Metz 181" com disparos de dura
cdo entre 1/1000 a 1/1150s. Para evitar reflexos indese
javeis, o flash era inclinado para cima, havendo ainda,
a sua frente, um pequeno anteparo opaco (an) .

Nessas condigoes, e com as paredes internas /
da camara pintadas de tinta aluminio, obtinham-se ima-
gens de brilho e nitidez satisfatdorios com abertura de
diafragma £/8, usando-se pelicula KODAK " Ektachrome -
160-G".

A anilise dos registros era feita com auxilio
de um editor conﬁencional de filmes super-8 marca
HANIMEX modelo "E 300".

2.2.3 - AQUARIO
Os ensaios eram realizados em um aquario de
vidro (ag, na fig.l; figura 2) medindo 18 x 30 x 2,5cm,

com uma divisdria vertical no meio, separando dois com
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partimentos com capacidade superior a 500 ml cada ( cd
e ce, na fig. 2). As pecgas componentes tinham 0, 2 c¢m
de espessura, e foram coladas com borracha de silicone
transparente marca DOW CORNING. Na face de tras era
afixado externamente um cartao plastificado com quadri
culas de 3 x 3 cm {g, na fig. 2), de modo a permitir a
determinagao da posigao dos individuos no espago verti
cal,

0 aquario situava-se sobre uma plataforma
de elevagao marca CENCO modelo "Lab Jack" (pl,na fig.1)
0 que permitia ajustar a altura de enquadramento sem
movimentos bruscos. Abaixo e a frente do aquario havia
um reldgio (re, nas figs. 1 e 2) para registro simulta

neo do tempo decorrido.

2.2.4 - SOLUGOES

As solucoes de teste foram preparadas com
sulfato de cobre penta-hidratado (CuSO4.5H20) P.A. (pro
cedéncia: J.T. BAKER CHEMICAL CO., Phillispsburg,N.J.
EUZA), em ajua destilada desicnizada (ADD). Esta era
obtida por repetidas passagens de agua destilada em
desionizador marca PERMUTION modelo 1800 até se al-
cangar uma condutividade inferior a 1,0 micromho/cm.

Inicialmente, foram dissolvidos 16 mg do
produto em 4 litros de ADD, obtendo-se, assim, uma so-—
lugao de 1 ppm de cobre ( 1 ppm de CuSO4.5H20 equivale
a 0,25 ppm de cobre). Em seguida, por diluigoes suces-
sivas a quarta parte, foram obtidas as solugoes de
0,25, 0,062, 0,016, 0,004 e 0,001 ppm de cobre. Um se-
timo nivel de tratamento, o de controle, foi constitul

do apenas por ADD (0,000 ppm) *,

* Com a condutividade da ADD sendo abaixo de 1,0 microm
ho/cm, admitiu-se, para o nivel de controle, uma con-
centracao de cobre nao superior a 10-3 ppm.
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2.3 - PROCEDIMENTO
2.3.1 - Composigao dos grupos

Os ensaios consistiam em submeter grupos de 5
individuos a 500 ml das diferentes solu¢oes de sulfato
de cobre, durante 24 horas (periodo de exposigao), ao
final das quais eram enxagilados e transferidos para
igual volume de ADD onde permaneciam um minime de 24 ho.
ras {(periodo de recuperacgao).

Em cada nivel do moluscicida foi testado  um
total de 20 sujeitos, havendo quatro réplicas para uma
mesma concentragao. Como O aquario permitia o registro
simultaneo de dois grupos, foram realizadas 14 . sessoes
com os grupos distribuldos de acordo com o arranjo apfg
sentado na tabela 1.

Em primeiro lugar, levou-se em conta a localil
zagao dos compartimentos, planejando-se duas réplicas /
de cada concentragao do lado direito, e duas do lado
esquerdo. Também foi levada em consideragao a diferenca
de tempo entre as primeiras sessOes e as lltimas: como
a duracgao minima de cada sessac era de 48 horas, ainda
gue as mesmas fossem realizadas ininterruptamente, a
l4a. sO comecaria 28 dias depois da primeira. Para con-
trabalangar o efeito dessa variavel, os grupos foram
arranjados de forma que cada concentragao do mosluscici
da fosse testada tanto nas sessoes iniciais, quanto nas

finais.
2.3.2 - MANIPULAGCOES EFETUADAS

Um dia antes de cada sessao, eram retirados /
15 caramujos e 1500 ml de agua do tanque de criagao e

colocados em um recipiente no interior da camara para

aclimatacdo, com alimento (alface fervida) ad libitum.

Também as solucdes a serem testadas e a agua de recupe-
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racao eram deixadas de véspera na camara.

As sessOes comecgavam sempre as 12h00, de mo-
do que os grupos sofriam um regime de luz-escuro-luz ,
durante 6, 12 e 6 horas, respectivamente. Tal esguema
foi escolhido por proporcionar uma forma de controle /
balanceado da sequéncia dia-noite.Como inicio das ses
sBes ao meio-dia, o efeito da precedéncia da fase diur
na sobre a noturna seria minimizado.

Pouco antes do inicio da sessdo, o aguario /
era lavado em detergente comercial neutro e enxaguado
repetidas vezes com ADD. De acordo com © esquema pre-
estabelecido (tab.l) os compartimentos do aquario eram
enchidos com as respectivas solugdes até a altura de
15 em, isto &, a 3 cm da borda, e coincidindo com a
penultima linha horizontal do cartao quadriculado afi-
xado atras do aguario (na, na figura 2). Essa altura /
correspondia a 500 ml da solugao.

Uma pequena etiqueta com indicagac da concen
tracao testada era colada na face frontal de cada com-
partimento, acima do nivel da agua {ic, na fig.2). Ao
lado do relogio, era colocada uma tira de papel com
indicagao do numero da sessao (is, na fig.2).

Cinco dos caramujos aclimatados eram, entao,
aleatoriamente colocados em cada compartimento ( 100ml
por individuo), dando-se inicio imediato & filmagem.Os
restantes permaneciam no recipiente de aclimatagao ao

longo de toda a sessao, sendo dque, nem a estes nem aos

_testados era fornecido alimento.

Ao final das 24 horas de exposigao, 0s gru-
pos passavam por treés enxajguaduras suoessivas em - recipien-—
tes com 500 ml de ADD, numa operagao que durava cerca
de 3 minutos.0 aguario, por sua vez, €ra lavado da mes

ma maneira que antes da sessao, enchendo-se, depois
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ambos os compartimentos com ADD até a altura determina
da. Em seguida, ©s sujeitos eram recolocados nos respec
vos compartimentos, sendo uma segunda tira de papel /
afixada ao lado do reldgio, indicando tratar-se do
periodo de recuperagao (ir, na fig.2).

Caso, ao termino das 24 horas seguintes,alqum
dos individuos ainda nao tivesse alcangado a superficie,
a sessao prosseguia até que tal se verificasse, ou que
se constatasse sua morte.

Em todas as sessoes, tinha-se o cuidado de
efetuar as manipulagoes de forma padronizada, para ga-
rantir uma igualdade de tratamento em todos 0Os grupos.
No caso de qualquer suspeita de contaminagao expefimeg

tal, a sessao era anulada.
2.3.3 - MENSURAQ@ES COMPORTAMENTAILS

As seguintes categorias de comportamento fo-
ram identificadas e submetidas a quantificagao e anali

se, com base nos registros cinematograficos:

A. Subida a superficie - Essa categoria abran

gia os deslocamentos em gue a massa cefalopodal do
sujeito atingisse o nivel da agua, proveniente de pro-
fundidade maiores que 3 cm, sendo considerados dois pa
rametros para mensuracgao, a saber:

- tempo decorrido até a primeira ocorréncia
dessa resposta no individuo: acompanhava-se, atraves do
editor,a atividade de cada sujeito separadamente; no
fotograma que mostrasse pela primeira vez a massa'cefg
lopodal em contato com a interface ar/agua, era feita
a leitura da hora marcada no reldgio, calculando-se,en
tao, o tempo decorrido desde o inicio do periodo de
exposigao.

- freqiiéncia da resposta: computava-se, pelo
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editor, o numero de subidas verificadas a cada interva

lc de 3 horas.

B. Salda da agua - Nessa categoria eram in-

cluidos os deslocamentos que resultassem na total emer
sao = do individuo, sendo também efetuadas medidas em

dois parametros:

- tempo de permanéncia fora da agua: eram 1li
das, no editor, (a) a hora indicada no fotograma que
primeiro mostrasse o sujeito saido da aqua e (b) ague-
la gue, na seqiiéncia, correspondesse ao Qltimo fotogra
ma com o sujeito emerso; o tempo decorrido entre ( a }
e (b) era entdo tabulado de acordo com uma distribuigao
de frequéncias com valores agrupados em intervalos de

15 minutos *

- frequéncia da resposta: juntamente com as
determinagoes de tempo, computava-se o nimero de saldas

da agua a cada intervalo de 3 horas.

C. Posi¢ao do individuo no espacgo vertical-

Nessa categoria era feita referencia ao local em que
o sujeito se encontrava num dado momento, através da
identificagdo, na face de trads do aquario, da gquadricu
la correspondente & area por ele ocupada naquele ins-

tante. Quando um individuc nao estava no centro da

* Por exemplo' caso fossem determinados, em
quatro saidas da agua, os tempos de 1,0, 12,5, 19,5
e 32,0 mln, estes nao seriam computados dlretamente
mas 1nclu1dos, respectivamente, nos intervalos de 0
a 15, 15 a 30 e 30 a 45 minutos. Em decorrencia, ©
tempo total de permanencia fora da agua com base /
neles seria calculado pela formula Y fx' (f repre
sentando o nimero de observagoes em cada intervalo ,
e x' o ponto médio do intervale): Z fx'=2'x 7,5 +
1x17,5 + 1x 37,5 = 70.
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quadricula, sua posigao era determinada pela locali-
zagao da abertura da concha { menos no caso da faixa
acima do nivel da &gua, onde sé se considerava o sujei-
to totalmente emerso). Foi tomado apenas um parame-
tro para a categoria:

- distancia em relagao & superficie: nos
sucessivos fotogramas com indicagao de hora e meia
hora, eram contados quantos individuos havia em cada
faixa horizontal de 3 cm. de altura (v. figura 2)

desde a borda até o fundo de aguario*,

2.3.4 - DETERMINACOES DE TOXIDEZ

As determinacOes comportamentais de toxidez
eram levadas a efeito em cada parametro das diferen-
tes categorias, seguindo um nrocedimento analogo ao
descrito por MALEK & CHENG (1974) para o calculo dos
valores de LC, pelo método grafico LITCHFIELD-WIL-
COXON:

a) Na abscissa do papel de probabilidade lo-
gnormal (v. anexo 1), eram locadas as concentragoes /
do moluscicida; na ordenada, eram locadas as medidas
obtidas de um dado parametro, expressas COmoO percen~
tagens em relacao aos valores do grupo de controle,ao

final do periodo de recuperagao.

b) Com os pontos assim marcados, uma linha
era tragada por interpolagao grafica, representando /
medidas percentuais esperadas do parametro,dentro da
amplitude das concentragaes testadas. Percentagens /

obtidas de 0% ou 100% eram corrigidas com base nos

* Tomando-se a figura 2 como exemplo, no com
partimento esquerdo, 1 sujeito ocupava a faixa acima
da agua, 3 estavam na faixa de 0 a 3 cm de profundi-
dade e 1 na faixa de 12 a 15 cm; no direito, havia 1
na faixa de 0.a 3 cm ,1 na faixa de 3 a6cme 3 :
na de 12 a 15 cm. de profundidade.
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valores esperados correspondentes, empregando-se uma
tabela apropriada (v. anexo 2); nesse caso, nova reta
era tracada, levando-se em conta OsS valores corrigidos

( no maximo dois 0% e dois 100%).

c) Em seguida, verificava-se a adequagéo da
reta pelo teste qui—quadrado(xz}utilizando—se uma es-
cala nomografica (v. anexo 3): se O %¥2 calculado fosse
menor gue o tabulado para y graus de liberdade ( v =
n? de concentrag6es locadas menos 2), os dados eram
tidos como nio significativamente heterogeneos, consi-
derando-se a reta, entao, como umna estimativa adequada

das medidas.

d) Nesse caso, o ponto da abscissa correspon-
dente a 50 na escala de percentagens era tomado como
valor de referéncia para caracterizar 0O efeito compor-
tamental do produto no parametro considerado: a concen
tragaoc na qual © moluscicida afetaria em 50% © compor-
tamento dos sujeitos naguele parametro. Essas concens
tracoes de efeito comportamental de 50% (CECSO), calcu
ladas para as diferentes categorias em guestao, consti

tuiam os indices de toxidez do produto testado.

e) Caso a reta nio se mostrasse adequada em
um dado parametro, este nao era considerado como um
indicador satisfatdrio da toxidez do produto.

O anexo 4 apresenta um exemplo ilustrativo do

procedimento acima descrito.
3 - RESULTADOS

3.1 - RELACOES ENTRE OS NIVEIS DE CONCENTRA~
CARO E OS PARAMETROS COMPORTAMENTAIS,

3.1.1. - SUBIDA A SUPERFICIE
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Quanto ao tempo decorrido até a primeira su
bida & superficie (tabela 2), as medias aritméticas
obtidas nas diferentes concentracgoes indicaram grande
variabilidade intra-grupos, haja visto a magnitude /
dos respectivos desvios-padrao; por isso, os valores
foram computados em termos de média geométrica* . Uma
relagao linear entre os logaritmos dos niveis de con-
centragio (variavel x) e os logaritmos das médias geQ
mdtricas do tempo decorrido (variavel y) foi constata
da pelo metodo do coeficiente de determinagao (DANIEL,
1974): comparando-se a variancia devida a regressao Li
near (desvios dos valores dados pela equacao da reta
em relacdo & media dos valores obtidos da variavel y)
com a variancia residual {desvios dos valores obtidos
da variavel y em relagao acs valores dados pela egua-
cao da reta), a hipdtese nula foi rejeitada: (F
(1,3) = 18,56; P < 0,05]. ka determinagao do indice /
de toxidez para esse parametro (tabela 7, parte supe-
rior, e figura 8 ), a reta tragada com base nas reci-
procas das médias geométricas mostrou-se adequada
(p » 0,05), e a concentracao de efeito comportamen=
tal de 50% (CECSO) foi de 0,0016 ppm.

Em relacio & fregiidncia de subidas 3 superfl
cie (tabela 3), ndo foram efetuadas mensuragoes iden-
tificando-se individualmente OS sujeitos, mas compu-~
tou-se, de 3 em 3 horas, O namero dé respostas obser-
vadas nas diferentes réplicas de cada nivel de concen
tragao, dividido pelo nimero de sujeitos presentes.Pa

ra avaliar a agéo do moluscicida sobre esse parémetro,

* A média geométrica (¥,), geralmente calcula-
da pela formula X, = Antilog (° %log x%.1/n), onde &
log X € © somatdrio dos logaritmos de cada valor de
x, e n & o nimero de valores de X, permite o trata-
mento estatistico de amostras com distribuigao lognor
mal (UEMURA,1974). '
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verificou-se a hipdtese de haver relacao linear entre
os logaritmos dos niveis de concentragao (variavel x)
e os totais acumulados de respostas por individuo, ao
final do periodo de recuperagao (variavel y). Anali-
zando-se a variancia encontrada, pelo método do coefi-
ciente de determinacao, a hipOtese nula foi rejeitada:
F (1,4) = 21,96; P € 0,05. Considerou-se, portanto
gque as duas variaveis estavam linerarmente relaciona-
das. Para a determinagéo de toxidez, tomaram-se essas
medidas do parametro (tabela 7, parte inferior, e
figura 9), obtendo-se uma reta adequada ( P > 0,05 );

) foi de 0,0105 ppm.

o Indice de toxidez (CEC50

3.1.2 - SATIDA DA AGUA

No que diz respeito & freqiiencia de saidas /
da agua (tabela 4), as mensuragOes foram anadlogas as
de subida 3 superficie, verificando-se a existeéncia /
de relacac linear entre os logaritmos dos niveis de
concentragao (variavel x) e os totais acumulados de
respostas por individuo ( variavel x), também através
do método do coeficiente de determinagao. A hipdtese
de nao haver relacao linear entre essas variaveis (hi
pdtese nula) foi rejeitada: F (1,4) = 22,40; P<0,05.
Considerando-se, ent3o, essas medidas do parametro pa
ra a determinacao de toxidez (tabela 8, parte superi-
or, e figura 10), a reta tragada mostrou ser um esti-
mativa adequada ( P 2> 0,05}, e o valor CEC., foi de
0,006 ppm.

Com respeito ao tempo de permanéncia fora
da Agqua, (tabela 5) também nac houve mensuragoes indi
viduais, computando-se o tempo total, no conjunto das
respostas de saidas observadas a cada 3 horas, dividi

do pelo nimero de individuos presentes. Verificou-se
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a relagao linear entre os logaritmos dos niveis de
concentragéo (variavel x) e os tempos totais acumula
dos de permanéncia fora da agua, por individuo, ao
final do periodo de recuperacao (variavel y), pelo
método do coeficiente de determinagao, sendo rejeita
da a hipotese nula: F (1,4} = 34,05 ; P < 0,05, O in
dice de toxidez foi determinado a partir dessas medi
das do parametro (tabela 8, parte inferior,e figura
11), tendo a reta se mostrado adequada (P > 0,05) ;
o valor CEC50 foi de 0,007 ppmn.

3.1.3 - DISTRIBUICAO ESPACIAL DOS INDIVI-
DUOS

Nessa categoria, computou-se O numero de
individuos registrados ao fim de cada 30 minutos nas
diferentes faixas horizontais do aguario, calculan-
do-se as respectivas proporgoes medias (%) em suces-
sivos intervalos de 6 horas (tabela 6). Para verifi
car se os diferentes niveis do moluscicida afetavam
significativamente a distribuicaoc ‘dos individuwos no
espago vertical, compararam-se as proporgaes medias
obtidas no terco superior (faixas A e B) e no tergo
inferior (faixas E e F) do agquirio, no total das 48
horas de ensaio: como O X2 calculado foi de 208,35
para 5 graus de liberdade, rejeitou-se a hipbtese nu-—
1a (P < 0,05)* A existéncia de uma relagao linear en
tre os logaritmos dos niveis de concentragao (varia-
vel x) e as proporcoes médias totais de individuos no
terco superior do aquario (variavel y) foi confirmada
pelo método do coeficiente de determinagao: F (1,4) =

* 0 terco médio do aquirio (faixas C e D) foi desconsi
derado porgque as proporcoes al esperadas resultaram me
nores que 5, nao se recomendando, portanto, sua anali-
se pelo teste X? (RODRIGUES, 1976).
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97,85; P £ 0,05. Com base nessas medidas do parame
tro, o indice de toxidez foi determinado: a reta mos
trou-se adequada (P > 0,05) e o valor de CEC ¢ foi
de 0,029 ppm (tabela 9 e figura 12).

3.2 -~ OBSERVAGOES GERAIS

3.2.1 - SUBIDA A SUPERFICIE

Os registros do tempo decorrido por
cada individuo até a primeira subida a superficie /
(tabela 2), que revelaram uma grande amplitude de va-
riagao * nas diferentes concentragoes do moluscici-
da, permitiram, antes de mais nada, as seguintes /

observagoes gerais: no nivel de controle (0,000 ppm),

o menor tempo foi de 2 minutos e O maior, de 51 minu-
tos: nos niveis de 0,001 a 0,004 ppm, todosg atingiram
a superficie ainda no periodo de exposicao, ao passo
que, a 0,016 ppm, apenas 3 dos 20 sujeitos o fizeram;
a 0,062 ppm, © primeiro individuo s& chegou a super-
ficie no final da seguﬁda hora do periodo de recupera
cao; na concentracao mais alta em que se verificaram
subidas a superficie (0,25 ppm), © Gltimo a alcangar
a tona sb o fez depois de 53 horas de recuperagao{ ou
seja, decorridos 4650 minutos desde o inicio do ensai
o). Para verificar estatisticamente se as diferengas
entre as médias geométricas podiam ser atribuidas a
agao do moluscicida, © teste de andlise de .variancia

foi aplicado aos logaritmos dos valores obtidos,cons-

* . .
Os coeficientes de variagao (CV) para cada nivel do

moluscicida, calculados pela férmula CV = 100.s/%, 3
(onde X, & a média aritmética e S & o desvio padrao

dessa méﬁia) foram o0s seguintes: a 0,000 ppm (contro-
le), 82,2%; a 0,001 ppm, 63,3%; a 0,004 ppm,74,3%
a 0,016 ppm,23,4%; a 0,062 ppm, 14,7% e a 0,25 ppm .

42 ,5%.
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tatando-se ser significativo o efeito de dose em
relacao ao parametro considerado: F (15, 114) =302,44
P < 0,05. Empregando-se o teste TUKEY de comparagac
multipla (MEYERS & GROSSEN,1974) para avaliar, duas

a duas, as diferengas entre as médias, verificou-se
nao serem significativas apenas as obtidas entre o©s
niveis de 0,000 (controle) e 0,001 ppm e entre oS
niveis de 0,016, 0,062 e 0,25 ppm.

' Pelos registros das frequencias de subida

ad superficie obtidos a cada 3 horas, por individuo ,
nas diferentes concentragoes, observaram-se OS seguin
tes resultados (v. figura 3, representando graficamen
te os dados da tabela 3): em primeiro lugar,notou-se
uma diminuicac nas respostas durante as fases notur-
nas tanto no grupo de conticle (A), como nos niveis
de concentragao mais baixa (B e C), desde as primeiras
horas gue se seguiam ao apagar das luzes (asl8h00 )
até o dia seguinte, ao voltarem a se acender ( 6h00);
no nivel de 0,016 ppm tal parece ter-se verificado no
periodo de recuperagao; a 0,062 ppm e a 0,25 ppm nao
foi possivel detectar diferengas entre as fases diur-
na e noturna. Quanto ao efeito de dose, nao houve dis
crepancias aparentes entre o nivel de controle ( A )
e o de 0,001 ppm ( B ): a freguencia de respostas era
alta no inicio do ensaio, decrescia durante a noite e
voltava a aumentar de manha, no periodo de recupera-
¢3ao, o mesmo padrao se repetia. A 0,004 ppm (C), ja
se notava uma menor freguéncia de subidas no inicio da
exposicao, sd aumentando com o acender das luzes; no
periodo de recuperagao, o ritmo das respostas mostra-
va-se semelhante ao padrao normal (cf. nivel de contro
le). A 0,016 ppm (D), a frequencia era praticamente nu
la no periodo de exposigac e, mesmo na recuperagao ,nao

atingia os valores encontrados a 0,004 ppm. A 0,062
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ppm (E) e a 0,25 ppm (I), nao havia subidas & supex
ficie durante a exposigao e, na recuperagac, sua

frequéncia era baixa.

3.2.2 - SATDA DA AGUA

0s registros das freguéncias de saida da

agua, por individuo, a cada 3 horas, sob as diferen-
tes concentragEes do moluscicida (v. figura 4, com a
representagao grafica dos dados da tabela 4), permi-
tiram a observagao dos seguintes resultados: primei-
ramente, nio se notaram alteragoes no ritmo das res-
postas em decorréncia ao apagamento das luzes; quer
no nivel de controle (A) quer nos de baixa concentra
c3o (B e C) parece nao ter ocorrido diminuigao duran
te as fases noturnas dos periodos. O efeito de docs~,
por sua vez, foi notado a partir de 0,004 ppm {C)),
onde a fregiiéncia nas horas iniciais de exposicao era
quase nula; a 0,016 ppm (D) e a 0,062 ppm (E), nao
se registraram saidas da agua no periodo de exposi-
cao, sendo que, na recuperacao, a frequencia  nesse
{ltimo nivel pareceu menor que no de 0, 016 onde, por
sua vez, nao se atingiram ©s mesmos valores gque a
0,004 ppm. A 0,25 ppm (F) nenhum sujeito saiu da
agua.,

Quanto ao tempo de permanéncia fora da
dgua (v. figura 5, contendo os dados da tabela 5),ve
rificou-se um aumento durante as fases noturnas dos
periodos de exposigao e recuperagao hos niveis de
controle (A), de 0,001 ppm (B) e de O, 004 ppm ( C Y,
parecendo mais acentuada, nos dois primeiros, durante
o peridodo de recuperacao do que no de exposicao; no
nivel de 0,016 ppm (D), onde s houve saldas da agua

na recuperagao, também foram notados maiores tempos
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de permanéncia nas fases noturnas. Com relagao ao
efeito de dose, nao se observaram diferengas entre
o controle {A) e o de 0,001 ppm (B); no nivel de
0,004 (C), entretanto, os tempos pareceram menores /
durante a recuperaciao, principalmente & noite. A
0,016 ppm (D), as permanéncias fora da agua no periodb
de recuperacac mostraram um padrao temporal semelhante
ao observado a niveis menores; a 0,062 (E), os tempos

foram minimos.

3.2.3 - DISTRIBUICAO ESPACIAL DOS INDIVI-
DUOS

Com base nos dados obtidos sobre a distri
buicao dos individuos no espago vertical do aguario
(tabela 6), as proporcoes médias de individuos nos ter
cos superior (faixas A e B), médio ( faixas C e D} e
inferior (faixas E é F), a cada 6 horas, sob os diferen
tes niveis de concentragcao, foram comparadas estatisti
camente pelo teste XZ. No de controle (0,000 ppm), a
proporgéo de individuos no tergo superior mostrou-se /
significativamente (P £ 0,05) maior em todos os inter-—
valos de 6 horas, tanto no periodo de exposigéo gquanto
no de recuperagac; O MESMO verificou-se a 0,001 ppm .,
com excegao das primeiras 6 horas de exposicao, em
gue nao houve diferencga significativa (P > 0,05)entre
os tercos superior e inferior. Na concentracao de 0,004
ppm, constatou-se uma proporgao significativamente /

( P < 0,05) maior de individuos no tergo inferior, na
media das primeiras 6 horas de exposic¢ao; no entanto
em todos os outros niveis, as proporgoes médias no tergo
superior & que se mostraram significativamente (p<0,05)
maiores. A 0,016 ppm, as proporgoes obtidas no tercgo in

ferior do aquario foram significativamente (< 0,05)mai



ores em todos os intervalos de 6 horas do periodo de
exposic¢ao; na recupera?ﬁo, por sua vez, constatou-se

O oposto, COm as proporgoes no tergo superior sendo
significativamente (P < 0,05) maiores. A 0,062 ppm ,
100% dos individuos permaneceram no fundo do aquario

durante todo o periodo de exposicao; a partir do se-
gundo intervalo de seis horas de recuperagdo, isto &,
entre 30 e 36 horas decorridos do inicio do ensaio, a
proporgac média no tergo superior passou a ser signi-
ficativamente ( P < 0,05) maior. A 0,25 ppm, os indi
viduos também nac sairam do fundo no periodo de expo-
sigao; no entanto, somente nas seis horas finais de
recuperagao & que se verificou uma proporgao signifi-
cativamente (P < 0,05) maior de individuos no tercgo
superior do aquario.

No que se refere especificamente aos re-
gistros das proporgoes médias de individuos no tergo
superior do aguario (v. figura 6, com dados derivados
da tabela 6), observou-se um pequeno aumento no nimero
de individuos naquela regiao durante as fases noturnas
de ambos os periodos, nao s no nivel de controle (A )
como nos de 0,001 ppm (B) e 0,004 ppm (C), © mesmo
parecendo ter ocorrido na recuperacao a 0,016 ppm. Quan
to ao efeito de dose, nao se observaram diferencas en-
tre os niveis de controle (A), de 0,001 ppm (B) e de
0,004 ppm (C); a 0,016 ppm (D), no entanto, a proporg¢ao
de individuos nas faixas superiores do aquario mos-—
trou-se pequena durante o periodo de exposicao, embora
na recuperagao atingisse um padrao semelhante ao veri-
ficado a 0,004 ppm (C). Nem a 0,062 ppm (E), nem a
0,25 ppm {(F), observaram-se individuos naquele area du
rante a exposig%o; no primeiro, entretanto, a propor-
¢do atingiu quase 100% .na recuperagao e, no segundo,che

gou a ultrapassar 50% nas horas finais do mesmo periodo.
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4 -~ DISCUSSAO

4.1 - ASPECTOS METODOLOGICOS

0s resultados referidos na segao 3.1 mos-
tram que a metodologia empregada para a obtengéo de pa
rametros comportamentais fidedignos de toxidez & plena
mente exequivel . O proprio paradigma recomendado pela
0.M.S. para caracterizacdo da atividade moluscicida po
de ser obedecido em suas linhas gerais, e as modifica-
¢oes introduzidas para efeito de registro cinematogra-
fico resultaram satisfatorias. Quanto ao material, o)
uso de um aquario com dimensoes especiais, ao inves dos
recipientes convencionais, permitiu o levantamento de
categorias comportamentails normalmente inobservaveis ;
além disso, a nao colocacio de tela na superficie da
agua, permitindo a saida dos éaramujos, revelou aspec—
tos importantes desse comportamento, sem prejuizo para
as determinagoes de toxidez.
, Quanto ao procedimento, alguns proble-
mas foram encontrados, mas sem representarem obstacu-
los intranspeniveis. Por exemplo, a jmpossibilidade de

se testar todos Os grupos ao mesmo tempo, tal como e

feito usualmente, levou a elaboragﬁo do arranjo das
sessoes conforme a tabela 1, ja que se dispunha de
apenas uma unidade de registro cinematografico. .Cs

resultados, no entanto, nio revelaram eventuais efei-

tos temporais intervenientes: comparando-se, para um
mesmo parametro, os dados obtidos entre réplicas realil
zadas em sessoes distantes em mais de 20 dias uma da
outra ( ou seja, entre as sessoes de 1 a 3 e as de
12 a 14 ) com os obtidos entre réplicas realizadas em
sessoes com menos de uma semana de diferenca, o teste

2 - . s . s e .
X nac revelou nemhuma discrepancia siginificativa /
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( P> 0,05).*% Isso significa que, pelos menos em rela-
cho as categorias aqui consideradas, um intervalo de
varios dias entre as sessdoes nao interfere nos resul-
tados.

Outra impossibilidade foi a identificagao
individual dos sujeitos, ja gue, nos pré-testes reali
zados, nac se encontrou uma forma adequada de marca-
¢ao dos caramujos que permitisse seu reconhecimento
nos filmes. Por causa disso, a analise das alteragoes
comportamentais no individuo, ao longo do ensaio, fi-
cou prejudicada: como, & excegao do tempo decorrido
até a primeira subida & superficie, nenhum outro para
metro pdde ser medido individualmente, os dados obti-
dos foram computados em termos de proporgoes, e nao

de médias estatisticas.

Emkbora, no que diz respeito as determina-
¢coes de toxidez, as medidas efetuadas a partir desses
dados tenham se mostrado satisfatdorias, ( inclusive /
dando mais facilidade A elaboragao dos calculos),al-

guns aspectos ficaram sem esclarecimentos. Em primeiro

* Tome-se, como exemplo, o tempo de permanéncia fora
da agua, parametro gue mais mostrou variabilidade, e
cujos totais acumulados, por individuo, obtidos nas
4 réplicas do grupo de controle (CON, na tabela 1 )
foram, respectivamente, 275,5 min (sessao 3), 248, 5
min (sess3o 6), 141,5 min (sessaoc 8) e 191,6 min (ses
sic 14): entre as sessoes 3 e 14 (distantes 26 dias )
houve 18,0% de diferenca  [(275,5 - 191,6)/467,1 %

100%] ;por sua vez, entre as sessoes 6 € 8 ( dis-
tantes 5 dias) a diferenca foi de 27,4% [(248,5 -
141,5)/390x 100%] . Como © X2 calculado para a dife

renca entre esses percentuais foi de 1,95 ( 1 grau
de liberdade), confirmou-se a hipbtese nula, excluin
do, portanto, a influéncia de fatores temporais na
discrepancias verificada entre as segoes 3 e l4 para
esse parametro. :
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lugar, a prdpria variabilidade entre os individuos de

um mesmo grupo ou entre momentos diferentes de um

mesmo individuo, que parece ser consideravel, nao po-

de em si, ser avaliada: excecao feita aos dados refe
rentes ao tempo decorrido até a primeira subida a
superficie (tabela 2), ndo foi possivel se fazerem es
timativas sobre a magnitude das variangas, por falta-
rem medidas individuais*., Essa variabilidade, no
entanto, parece ser um problema comum em estudos com-

portamentais com B. glabrata, e uma possivel solucao

pode estar na escolha de medidas nas quais tal fator
nao se reflita acentuadamente: ETGES (1963b), referin
do-se As variagdes encontradas por PIMENTEL & WHITE
(1959) na taxa de atividade locomotora, procurou de-
senvolver uma forma de mensuragao que minimizasse essa
variabilidade; no presente trabalho, a escolha das
medidas dos pardmetros também se pautou por essa ori-
entagao.

Em segundo lugar, nem o efeito temporal de

*
Quando, em relagﬁo aos resultados, ha referencia,por
exemplo, ao numero de respostas por individuo, esse
nao deve ser entendido como uma medida do desempenho
individual de cada sujeito, mas simplesmente como um
valor de referéncia para comparagéo. Assim, quando /
se encontra, na tabela3, gque, nas primeiras 3 horas
de exposigao, a fregquiencia de subidas a superficie
por individuo no nivel de controle (0,000 ppm), foi
de 5,1, tal nao deve ser interpretado comoc se cada
individuo, em média, no intervalo, tivesse obtido /
aquele valor (caso em gue deveria sexr fornecido o_des
vio-padrao ou o erro-padrao da média); a informagao
alil contida & apenas que, no intervalo em gquestao,re
gistraram-se, tantas (no caso,102), subidas a super-
ficie, e que, como eram tantos (no caso, 20) os sujel
tos presentes, a frequencia de respostas por indivi-
duo foi de 5,1 ( em comparagac com O grupo de 0,001
ppm, por exemplo, onde a mesma medida do parametro
deu 4,4).

.
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dose sobre o individuo nem a influéncia do ciclo
dia-noite sobre sua atividade puderam ser especifi-
camente analisados: as observagoes a esse respeito
(v. secdo 3.2) resultaram tao sOmente da inspecao /
visual dos graficos correspondentes, ja que uma ve-
rificacdo estatistica adeguada para avaliar as alte
racoes ocorridas durante os ensaios exigiria o re-
conhecimento de cada sujeito. Seja como for, mesmo
efetuando-se medidas individuais, uma analise espe-
cifica desses aspectos nao poderia ser levada a efei
to nas bases estritas da metodologia aqui empregada,
a qual, diga-se de passagem, foi desenvolvida visan-
do essencialmente a obtengdo de indices comportamen-
tais de toxidez. A razao desse impedimento esta no
fato de o procedimento seguido nao permitir isclar o
efeito temporal de dose ou a influéncia do ciclo dia
noite: pelas curvas obtiaas para os diferentes para-
metros {v. figuras de 3 a 6) observou-se claramente
a acao de ambos os fatores ao longe dos ensaios,embo-
ra nao se tenha podido caracterizar o papel de cada

um* .,

* Caso se desejasse analisar os efeitos comportamen-—
tais do moluscicida no tempo, anulando-se a influen-
encia do ciclo dia-noite, poder-se-ia aestabelecer,
para cada nivel de concentragao, dois sub-grupos, di
ferindo apenas no regime de iluminagéo: um seria sub
metido 3 sequéncia luz-escuro-luz, tal como no pre-
sente trabalho, e o outro, & sequéncia inversa escu-
ro-luz-escuro (ambas iniciando-se a 12h00, e com as
condi¢Oes durando 6, 12 e 6 horas, respectivamente) .
Assim, para comparar o desempenho dos sujeitos nas
6 primeiras horas de exposi¢ao, com O nas b6 ultimas,
por exemplo, os dados relativos aos dois subgrupos /
seriam tomados em conjunto, contrabalangando-se ©S
efeitos devidos a mudangas de iluminagao.
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) Para superar as dificuldades aqui apontadas,enm
pregaram-se, como medidas de parametro, os totais acu
mulados ao final do periodo de recuperagao ( freguen-
cias totais de subida & superficie e saida da agua ;
tempo total de permanencia fora da agua). Essa forma
de COmputagéo dos dados comportamentails, analoga a
usada para os calculos de letalidade ( em que e levan
tado o total de mortes ocorridas ao longo dos ensaios)
permitiu nao sb o estabelecimento de relagoes funcio-
nais entre os niveis do moluscicida e os parametros es
colhidos, como também a determinacao de Indices de to-
xidez, mesmo sem identificagéo dos individuos nas men-
suragoes. Além disso, como os valores obtidos inclui-
ram os dados tanto nas fases diurnas guanto noturnas, a
influéncia das sucessivas mudangas de luz durante o]}
ensaios pdde ser contrabalangada ao se compararem  OS
parametros nas diferentes concentragoes.

Em linhas gerais, a metodologia aqui empregada
pode ter aplicagac igualmente na analise das relagoes
de tempo-concentracao (TxC), de grande importancia para
o planejamento de ensaios bioldgicos de campo (RITCHIE,
1973). Os testes TxC consistem basicamente em se deter-
minar a concentragdc letal de referéncia (LCg, ou LCg)
depois de um tempo determinado de exposicao: 0s grupos
s3o submetidos a cada concentragao do moluscicida) por
um periodo variavel (geralmente 1,2, 6 ou 24 horas) ,apos
o que, passam por 24 horas de recuperacgao; ao final /
desse periodo, sao feitas as verificagoes de mortalida-
de, com base nas quais sao calculados os indices de to-
xidez pelo metodo LITCHFIELD-WILCOXON (GILLET E BRUAUX,
1961). Da mesma forma, o efeito temporal de dose em re-
lacao aos parametros comportamentais poderia ser analisa
do trans-seccionalmente, acrescentando-se & pProgramagao

das sessOes o0s novos grupos com 1, 2 e 6 horas de expo-
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sicao*.

4.2 - EFEITOS DE DOSE E DETERMINACOES DE TOXI
DEZ

A linearidade verificada entre os loga-
ritmos dos niveis de concentragao de Cuso, e as medi
das dos parametros escolhidos para as tres categori-
as comportamentais consideradas (v. secao 3.1) permi-
tiu evidenciar, no geral, uma relagao tipica dos efei
tos das substancias ativas sobre o organismo, qual se
ja, a relacgao efeito/log dose: para a maioria das ati
vidades bioldgicas, © efeito aumenta aproximadamente
em proporgao aritmética quando a substancia € adminis
trada em proporcoes geométricamente crescentes (LISON
1976). De fato, tanto as medidas de freguéncia de
subida & superficie e salda da agua como as de tempo
de permanéncia fora da agua e de distribuicao espaci-
al dos individuos mostraram-se inversamente proporcio
nais aos logaritmos das concentraqSes do moluscicida,
pelos menos na faixa de 0,001 a 1,00 ppm de cobre. A
Unica excecaoc deu-se com o tempo decorrido até a pri
meira subida, em gue o efeito se mostrou exponencial=-
mente relacionado com o logaritmo da dose ( evidencia
do pela linearidade encontrada entre os logaritmos /

das medidas desse parametro e os logaritmos das con-

* Nesse caso, um cuidado especial deveria ser to
mado, no que se refere 3 interferéncia do ciclo dia-
noite: se, por um lado, o efeito desta variavel possa
ser desprezado quando se trata de medidas de letalida
de, o mesmo nao poderia ser feito em relagao as de
comportamento. Portanto, tornar-se-ia necessaria a
formagao de dois sub-grupos para cada tempo de exposi
¢ao, um com regime de iluminagao inverso do outro,com

putando-se os dados em conjunto (v.nota de rodapé na
pag. 49, : : :
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Seja como for, .essas relagoes verificadas no
nivel comportamental permitiram a determinacao de 1in-
dices de toxidez anidlogos aos obtidos com base no cri
tério de letalidade. Em geral, as concentragoes de
um moluscicida e as respectivas medidas de mortalida-
de, quando locadas graficamente em papel de probabili
dade lognormal, tendem a produzir uma linha reta (UE-
MURA,1974), da qual podem ser obtidos os valores de
referencia LC50 e LC90' Pelos presentes resultados, ©
mesmo se revelou possivel em relagao as medidas com-
portamentais aqui consideradas: para todos os parame-
tros (inclusive o tempo decorrido até a primeira subi
da & superficie) a concentragao de CusO, na faixa de
0,001 a 1,00 ppm de cobre, obedeceu a distribuicao /
lognormal, permitindo, <o “ase na reta resultante, &
obtencio de valores de referéncia andlogos aos de mor
talidade. Determinaram-se, assim, varios iIndices de
toxidez para o moluscicida em guestao, cada qual cor-
respondendc a concentragao de efeito comportamental /
de 50% (CEC.,) enm relacao a um dado parametro.

A figura 13 apresenta um grafico comparativo /
dos valores de CEC50 obtidos para os diferentes para-
metros, dando ensejo 3 constatagdo de que os indices
comportamentais de toxidez aqui determinados atingi-

ram valores extremamente baixos, em comparagao com Os

* Uma explicagéo para esse resultado pode estar
no fato de, aos niveis de 0,016, 0,062 e 0,25 ppm, OS
individuos nao terem atingido a superficie nas primei-
ras 24 horas de ensaio (periodo de exposicao) (v.tabe-
la 2): diferentemente dos caramujos submetidos aos trés
niveis mais baixos de concentragao, agueles sujeitos
passaram pelas operagoes de lavagem e substituigao do
meio téxico por ADD antes de subirem a superficie pela
primeira vez. Assim, a relacao verificada pode nao tra
duzir apenas o efeito de dose, mas refletir também es-—
se fator interveniente. '
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obtidos com base no critérioc de letalidade: enquanto
que as medidas de mortalidade proporcionam valores /

na ordem de grandeza de 10° ppm para © CuSO4 * as de
comportamentc permitiram detectar efeitos toxicos /
desse produto a niveis na ordem de 10"2 ppm ( para
os parametros frequéncia de subida & superficie e /
proporcao de individuos no tergo superior do agquario)
e de 1073 ppm ( para os parametros tempo decorrido

até a primeira subida, frequéncia de salda da agua

e tempo de permandncia fora da agua). Além disso, de
ve-se ressaltar que ¢ tempo decorrido até a primeira
subida se revelou um indicador especialmente sensivel
da toxidez do produto testado, pois, o efeito compor-
tamental de 50% em relacao ao grupo de controle  foi

verificado a concentracao de 0,0016 ppm.

Em suma, as determinagaes agqui efetuadas cong
tituem evidéncia segura da possibilidade da utiliza-
cao de critérios comportamentais para caracterizar a
agao toxica dos moluscicidas. Em primeiro lugaxr, o fa
to de os parametros considerados terem permitido a
obtengio de Indices fidedignos de toxidez para o
CuSO4 abre'perspectivas para uma anadlise comparativa
mais abrangente das propriedades dos moluscicidas em
uso, bem como dos novos compostos; assim, para deci-
dir sobre a superioriedade de um produto em relagao a
outro, os efeitos comportamentais também poderiam ser
sistematicamente levados em conta, considerando-se /

tanto maior a eficdcia quanto menor fosse o CEC., obti

*HOPF & MULLER (1962), empregando, em linhas gerais,a
mesma metodologia recomendada pela OMS (1965), descri
+a sumariamente na secao 1.2.1 deste trabalho, e uti-
lizando exemplares adultos de B. glabrata ( diametro
da concha medindo de 10 a 12 mm), obteve, cOmo indice
de toxidez: LC50 = 2 ppm.
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do com referéncia a um mesmo paradmetro. Em segundo

lugar, a constatagﬁo de gue o efeito do CuSO4 sobre o
comportamento dos individuos se fez sentir em doses

relativamente muito mais baixas que as detectadas pe
lo critério de letalidade demonstra a grande sensibi
lidade das determinacoes comportamentais: fazendo uso
deste critério, a avaliagdo da toxidez de um molusci
cida poderia ser levada a termoc mesmo numa faixa de

concentragdes sub-letais.

4.3 — ASPECTOS GERAIS

Embora os resultados aqui obtidos digam
respeito mais diretamente aos aspectos metodologicos
da relagao entre os moluscicidas e seus efeitos no
compcrtamento do caramujo vetor, algumas evidencias
sobre o aspecto causal e funcional da questao nac po
dem deixar de ser consideradas. Antes de mais nada ,
parece nao haver duvidas de gque, pelo menos na faixa
de 0,001 a 1,00 ppm, o efeito comportamental do
CuSO4

ficie, por exemplo, parece ser profundamente afetada

& significativo: a subida do individuo a super

naoc s6 no tempo que o animal demora para atingir a
tona pela primeira vez, quando colocado em meio toxi
co (v. tabela 2), mas também na frequencia das = res
postas (v. tabela 3); outro padrao comportamental, a
salda da &gua, também parece ser altamente afetado
pela agac do CuSO4, tal como evidenciado pela dimi-
nuicao verificada,com o aumento do nivel de concentra
gao, nos parametros de frequéncia de saida da agua(v.
tabela 4) e de tempo de permanéncia fora da agua( v.
tabela 5); o mesmo efeito parece ter-se verificado na

distribuicao dos individuos no espago vertical ( v.
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tabela 6*.

Com referéncia & subida a superficie,a acao
CuSO4 ficou aparente a paftir de 0,004 ppm, pois ,
no nivel de 0,001 ppm, o tempo decorrido até a
primeira subida nao se mostrou significativamente
diferente do de controle (v. segéo 3.1.1); a niveis
maiores (0,016, 0,062 e 0,25 ppm) quase nao houve /
respostas no periodo de exposiqéo, embora todos os
sujeitos tenham sobrevivido e chegado a tona pelo
menos uma vez ate o final do ensaio; s6 a 1,00 ppm
& gue nenhum individuo chegou a superficie, verifi-
cando-se 100% de mortes. Embora esse comportamento
poésauter'impbrtante‘valor'de.éobréNivéncia'paracs}
taramujos vétores ., pois, nos gastropodos pulmona
dos as trocas respiratdrias se processam . geral=
mente no meio atmosférice ( GUIRETTI & GUIRETTI-Ma-
GALDI, 1974), parece improvavel que apenas o efeito
da substincia sobre a coordenagao motora dos indivi
dués, impedindo a fixagao da sola pedal no substra-
to e, consequentemente, a subida a superficie ( wv.
"distress syndrome" na secao 1.2.2), tenha causado

a morte dos caramujos a 1,00 ppm; na verdade, houve

* ppesar de as evidencias sugerirem fortemente tais
efeitos comportamentais por parte do moluscicida
testado, a propria maneira com gue 0S5 dados foram
obtidos n3o permite generalizagoes seguras a esse
respeito: primeiramente, conforme antes ressaltado
(v.nota de rodapé na pg.48 ), as medidas escolhidas
para os par2metros considerados visaram tac somente
as determinacoes de toxidez e por isso, nao podem
ser interpretadas como expressao direta das relagoes
causais mnorventura existentes; em segundo lugar,as
condicoes particularissimas em que foram feitas as
observagaes, embora tendo-se mostrado satisfatorias
para o calculo de indices comparativos de toxidez,
pouca informagao podem proporcicnar sobre o efeito
comportamental dos moluscicidas sob condigoes natu-
rais. Para uma analise adequada desses aspectos,se-
ria necessario um tratamento global das variaveis en
volvidas, evitando-se 0s esquenas artificiais de la-
boratério, que subtraem aos animais a dinamica do

ecossistema (PARAENSE,1972).
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indicios de sangramento em alguns sujeitos ainda no

periodo de exposigdo e, via de regra, ao final do ensaio
a Agua ja mostrava sinais de apodrecimento. De fato, as
evidéncias a respeito (SULLIVAN & CHENG, 1976) apontam,
como causa da morte por CuSO4, disfungoes na osmorregu-
lagdo ou respiragao devidas & agao dos jons de cobre so

bre o epitélio do organismo.

Quanto A saida da agua, os resultados in-
dicam que, pelo menos nas condicoes observadas, sua
ocorréncia nao depende da presenca de agentes toxicos /
no meio liguido: a frequéncia de respostas ao nivel de
controle (0,000-ppm) apresentou valores surpreendente-
mente altos, sendo registradas 246 saidas'pelos 20 ‘su-
jeitos, ou seja, uma proporcac de 12,3 respostas pox
individuo, no total das 48 horas de ensaio (v.tabelad);
a permanéncia fora da agua, a esse nivel, foi relativamen
te elevada, visto ter atingido aproximadamente 7,5% do
tempo total dos ensaios (v. tabela 5). Além disso, as
evidencias aqui obtidas nao permitem atribuir qualquer
efeito causal de "repel@ncia": nao sO se verificaram mg
nores freguéncias de saida sob crescentes concentragoes*

H

* Convém esclarecer aqui nao ser possivel se fazer a
mesma afirmacdo a respeito do tempo de permanéncia dos
individuos fora da Agua, embora as medidas escolhidas /
para o parametro assim o sugiram, devido a forma com
gue os dados foram computados para as determinagoes de
toxidez (v. secao 3.1.2). Na verdade, OS protocolos nao

revelaram tempos individuais cada vez menores com o]
aumento da concentragao: comparando-se a media de per-
maneéncia fora da agua (e respectivo desvio-padrao) no

nivel de controle, calculada com base nas 246 saldas ve
rificadas no total (18,4 + 28,6 min) com a no nivel de
0,016 ppm, onde houve um total de 48 saidas (24,1 + 34,9
min)}, fica evidente a falta de fundamento para gualquer
suposicaco nesse sentido. A linearidade encontrada, guan
do se procurou relacionar 0Os niveis de concentragac com

o parametro de tempo decorrido fora da agua, deveu-se /
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como também, na imensa maioria das vezes,0s caramujos
nio iam aldm da borda do aquario, retornando &  Aagua
no maximo algumas horas depois*, até mesmo quando esta
continha 0,004 ppm de cobre, uma concentragao sufici-
entemente alta para afetd-los comportamentalmente sob
outros aspectos. Embora, no ambito do presente traba
lho nao seja possivel se avaliar o papel desse compor
tamento na sobrevivéncia dos caramujos aos moluscici-
da, os dados obtidos sao suficientes para caracterizar
a necessidade de estudos mais detalhados a respeito,
de modo a proporcionar melhor conhecimento sobre a

questao (v. segao 1.1.3).

A distribuigao espacial dos individuos,

t30 sémente ao fato de as medidas escolhidas terem re

- fletido a relacao efetivamente verificada com o para-

metro de freqgiencia de saidas: comparando-se o tempo /
total de permanéncia fora da Agua, por individuo, no
nivel de controle (246x18,4+20=226,3 min,se estimado
a partir da média) com o nivel de 0,016 ppm (48x24,1
+20=57,8 min,se estimado a partir da média) , constata-se

uma diferen¢a gue, na verdade, e devida apenas no na-
merc total de saidas em cada nivel.

* Sequndo consta nos registros, apenas 3 dos sujeitos
abandonaram © aquario durante os ensaios, sendo encon-
trados retraidos no scalho da camara de observagao: um
no nivel de 0,001 ppm (sessao 4}, quando_faltavam 2 hg
ras para o término do periodo de exposicao, e os outros
dois no nivel de 0,004 ppm, decorridos, respectivamenr
te, 7h42 min (sess3o 11) e 16h7min {sessao 12) do ;@rig
do de recuperacac. Computando-se todas as saidas da agua
nas diferentes concentragoes, em 71,9% das vezes a per
manéncia fora da agua foi inferior a 15 min; apenas
1,8% dos tempos foi superior a 3 horas,sendo o maior /
tempo (cerca de 6 horas) registrado no nivel de 0,001
ppm (sessao 5) num individuo que saiu da agua decorri-
dos 6h 13 min do periodo de recuperacgao.
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cao 3.2.3) melhor evidenciaram a acao do CuSO, sobre

o comportamento dos individuos, nao sd por apﬁesentar
combinadamente os efeitos verificados nos demais para
metros *' como também por proporcionar uma avaliacio
estatisticamente fundamentada dessas alteragoes nos
diferentes niveis de concentracao e nos sucessivos in
tervalos dos periodos de exposigao e recuperagac. Em
primeiro lugar, fica patente gque, peloc menos nas con-
dicoes observadas, os individuos nao submetidos ao
agente tdoxico (nivel de controle) tenderam a ocupar /
mais as areas superficiais da massa liquida do que o©
fundo ou as faixas intermediarias ( note-se ainda, na
tabela 6, que durante todo o ensaio, a taxa de indivi
duos observados fora da Agua nunca foi inferior a 10%
em segundo lugar, o fato de, nas primeiras 6 horas de
exposicao a 0,004 ppm, a maior parte dos sujeitos ter
sido encontrada no fundo do aqudrio ( ao contrario do
obtido a 0,001 ppm, onde a distribuigdo dos individu-
0s nao se mostrou significativamente diferente em com
paragao com o nivel de controle) confirma ser essa a
menor concentragao em que o comportamento se mostrou
afetado pelo moluscicida; nos niveis de concentragao
sub-letal mais elevados, por sua vez, O que Se obser-
vou tipicamente foi o retorno dos individuos a norma-
lidade ( tomando-se como referéncia os valores obtidos
a 0,000 ppm )}, depois de interrompida a agaoc do molus-
cicida ao final de 24 horas de contato. De um modo ge-—

ral, essas evidéncias apontam para a mesma hipdtese su

* * pe fato, quanto o menor © tempo decorrido até a
primeira subida, quanto maiores a frequencia de subidas
a superficie e de saldas da agua, ou alnda, quanto /
maior o tempo de permanéncia fora da agua, maior a pro
babilidade de se encontrarem os sujeitos no tergo su-
perior do aguario.



..-59__

gerida com base nos resultados revelados pelo parame-
tro de subida & superficie (v.paghs5),qual seja,a de
que o efeito especifico do CuSO4 sobre os mecanismos /
neuro-motores do organismo nao acarretaria,por si sa,
consequéncias capazes de determinar a morte dos indi-
viduos: se a concentragao do produto for de tal ordem
que nao atinja irreversivelmente 0S processos OSmorre
guladores ou respiratérids, o animal acabara se recu-
perando. Nesse contexto,portanto,um composto cujo efei
to sobre o sistema nervoso promovesse alteragoes com-
portamentais permanentes, mesmo quando administrado em
doses insuficientes para atingir letalmente o0 organis-
mo em outros sistemas vitais, poderia ter eficacia mui
to maior.

Um aspecto geral dos resultados queain
da deve ser destacado diz respeito 3s variagdes notur-
na e diurna da atividade dos caramujos nos diferentes
niveis do: moluscicida, mostradas comparativamente na
figura 7. Pelos graficos ali representados, notam-se /
0s seguinteé efeitos sobre os varios parametros consi-
derados: a freguéncia de subidas a superficie, em pri-
meiro lugar (fig.7-A) pareceu sensivelmente maior du-
rante a fase diurna, gquer no nivel de controle, quer /
nos niveis de 0,00l e 0,004 ppm; a frequéncia de saldas
da agua (fig.7-B), por outro lado, nao exibiu qualgquer
diferenga do dia para a noite; quanto ao tempo de per-
mandncia fora da agua, no entanto (fig 7-C), parece ter
havido uma tendéncia de os individuos demorarem mais /
tempo 3 noite do gue de dia, principalmente nos niveis

de controle e de 0,001 ppm*; o mesmo teria:ocoxrido na

* Aqui, trata-se realmente de um efeito direto sobre /

esse parametro, e nao uma decorréncia da forma com que

foram feitas as medidas (v.nota de rodapé na pag. 56),

pois as respostas de saida da agua foram tao frequentes
no claro guanto no escuro.
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proporgﬁo.de individuos no terco superior do équério
(fig. 7-D)J, embora nao tao nitidamente. Apesar de a

forma como os dados foram obtidos impedir uma analise

rigorosa dos efeitos aqui observados (v. secao 4.1 ),
hi suficientes indicios de se tratar de um fendmeno
devido mais & simples alteragao da guantidade de
energia luminosa no ambiente do gue a um ritmo circa-
diano enddgeno, corroborando Os dados de SCHALL et al
(1979): pelas observagoes feitas com base nos grafi-
cos das figuras 3, 4, 5 e 6 ( V. segao 3.2), pareceu
evidente que, na ausencia de efeitos toxicos acentua-
dos, a frequéncia de subidas 3 superficie tende a
diminuir com © escurecimento da cimara, sO voltando a
aumentar com a claridade; guanto a freqﬁéncia de
saidas da Agua, nenhum efeito do ciclo dia-noite foi
notado, mas os tempos de permanéncia fora da agua pa-
receram ter uma tendéncia a aumentar nas primeiras ho
ras sem luz; a proporgac de individuos no tergo supes
rior do aquario ( gue reflete as modificagoes verifi-
cadas nos outros parametros) além de se mostrar mais
elevada no escuro, pareceu diminuir sensivelmente com
o acender das luzes. ‘ .

Em linhas gerais, se OS resultados agqui /
obtidos pouco esclarecimento direto podem trazer ao0s
aspectos causais e funcionais de comportamento dos ca
ramujos vetores em relagéo aos moluscicidas, isso se
deve, em gtande parte, ao fato de os experimentos
realizados dizerem respeito essencialmente a obtengao
de parémetrbs adequados para as determinacdes de toxi
dez. Como, para se empreender um estudo propriamente
etoldgico da questéo {v. secao 1.3 ), nenhum enfogue
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que exclua a dindmica das relagoes entre o individuo
e seu ambiente natural pode proporcionar respostas /
adequadas (ANDRADE,1959); quaisquer generalizagaes /
nesse sentido, fundamentadas estritamente nos proce-
dimentos aqui empregados, tém valer limitado. Nao
obstante, pelo fato de terem sido feitas mensuragaes
acuradas e sistem3ticas de parametros relacionados a
padroes comportamentais normalmente referidos como /
de protecao (v. segaoc 1.1 ), as evidéncias obtidas /
podem fornecer subsidios relevantes para a elaboragEO
de pesguisas especificamente destinadas a elucidacao

desses aspectos.



CONCLUSOES

1. Apesar da preocupagao das entidades interna-
cionais de Saude Publica com a possibilidade de os ca-
ramujos vetores da xistosomose escaparem i agao dos
moluscicidas gragas a comportamentos de protegao, oS
estudos existentes sobre o assunto pouco esclarecimen-
to trazem a respeito da natureza especifica dos meca-
nismos deflagradores envolvidos e seu papel efetivo na
sobrevivéncia dos individuos. Nesse contexto, © presen
te trabalho enfatizou que uma abordagem etologica do
problema, com O emprego sistematico das técnicas de
categorizacao, descrigao, mensuracao e registro do com
portamento e dos principios de anilise causal e funcio
nal, & capaz de oferecer bases metodologicas seguras /

para a elucidagao das questoes pertinentes.

2. A aplicagao de critérios comportamentais nas
determinagoes de toxidez em ensaios bioldgicos com mo-
luscicidas, embora recomendada pela 0.M.S5., sO & re-
gistrada na bibliografia em termos qualitativos . e de
forma nao sistematica. No entanto, atraves do registro

por cinematografia com lapso-de—tempo da atividade dos

caramujos submetidos a diferentes concentragoes de
CuSO4, e da mensuragao rigorosa de parametros comporta
mentais adequados, © presente trabalho mostrou ser

exequivel a obtengao de indices fidedignos da acao to-
xica do produto, dentro dos mesmos paradigmas conven=
cionalmente empregados nas determinagSes com base em

medidas de mortalidade.

5. pelos resultados obtidos, além de ser demons

trada a extrema sensibilidade dos indices comportamen—



tais de toxidez {( capazes de detectar diferencgas na
ordem de 10"3 ppm de cobrej), ficou evidenciada a linea
ridade de relagao entre os parametros comportamentais

e o logaritmo das concentracoes do moluscicida ( rela-
g0 efeito/log dose). Também com base nos dados, foi
apontada uma influéncia da estimulagao luminosa sobre
a frequéncia de subidas a superficie (menor no escuro),
tempo de permanéncia fora da Agua [(maior no escuro) e
proporcac dos individuos no tergo superior do aquario

de teste (maior no escuro).
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ANEXO I

Papel de probabilidade lognormal empregado na de-
terminacao do indice de toxidez de moluscicidas

pelo método LITCHFIELD-WILCOXON. Abscissa: escala
logaritimica; ordenada; escala correspondente as

frequéncias acumuladas da distribuicao normal*

(*} V. exemplo de sua utilizacac no anexo 4.
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ANEXO 2

Tabela de corregao para os valores obtidos de 0%
e 100% com base nos valores esperados na determi
nagao do indice de toxidez de moluscicidas pelo
método LITCHFIELD-WILCOXON. Margens: percentagens

esperadas; corpo: percentagens obtidas corrigidas¥*

* y. exemplo de sua utilizagao no anexo 4



0

(=]

ESPERAD 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 - 3 07 1,1 1,3 1,6 2,0 2,3 2,6 2,9
10 3,2 3,5 3,8 4,1 4,4 4,7 4,9 52 5,5 5,7
20 6,0 6,2 6,5 6,7 7,0 7.2 7,4 7,6 7.8 8,1
30 8,3 8,4 8,6 8,8 9,0 9,2 9,3 9,4 9,6 9,8
40 9,9 10,0 10,1 10,2 10,3 10,3 10,4 10,4 10,4 10,5
50 - §9,5 89,6 89,6 89,6 89,7 89,7 89,8 89,9 90,0
60 9,1 90,2 9,3 90,5 9,7 9, 9,0 9,2 9,4  9L6
70 01,7 91,9 92,2 92,4 92,6 92,8 93,0 93,3 935 93,8
80 94,0 94,3 94,5 94,8 951 953 956 959 962 96,5
90 %,6 97,1 97,4 97,7 98,0 98,4 98,7 99,0 99,3 99,7




ANEXO 3
Ficala nomografica para calculo do X2 na determi-

minac3o do indice de toxidez de moluscicidas pelo

método LITCHFIELD-WILCOXON*

* V. exemplo de sua utilizagao no anexo 4.
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ANEXO 4

Exemplo ilustrativo da aplicagéo do meétodo
LITCHFIELD-WILCOXON para determinagac  do
indice de toxidez de um moluscicida com ba

se em parametros comportamentais*

Suponha-se que, numa dada categoria comportamental,
0 parametro escolhido seja a frequéncia das respostas ,
tomando-se como medida o total acumulado de respostas
por individuo, obtido aco final de 48 horas de teste( 24
h de exposigao e.24 h de recuperagao), em cada concen-
tracdo do moluscicidas. Para determinar o indice de
toxidez do produto em relagao a essa categoria (CECSO)'

procede-se da seguinte maneira:

1 2 3 4 5 6 7 8
ONCENTRAGRD DO MEDIDAS DO L3 ) DIFERENGH OMTRIUIGRD | ADBIURGAD Xy
MIUSCICIDA (o) PARAVETRO  OETIDA ESPERADL  |OBT - ESP|  PARA O X7 DA RETA ()

0 (oontxole) 50,1 - - - -

0,001 41,3 62,4 as . 2,6 0,005

0,004 34,0 67,9 62 5,9 0,016 ¥ = 3,48

0,016 11,2 22,2 kx| 10,8 0,07 v =4 0,0072

0,062 7.8 4,6 13 1.4 0,001 P > 0,05

0,25 4,4 8,8 3 5,8 0,08

1,60 0,0 0,12 0.4 0,3 0,002

* V. secao 2.3, onde sao descritos os procedimentos
gerais para essa determinagao.




A- Locagao grafica dos dados obtidos

No guadro acima, a coluna 1 apresenta as con
centragdes testadas do moluscicida, e a coluna 2, as
medidas efetuadas do parametro. Para obter os valores
da coluna 3, as medidas em cada concentragao sao com
paradas com a do grupo de controle e expressas em ter
mos de percentagens; faz-se exce¢ao aquelas de valor
1002 ou 0% (no exemplo, a correspondente & concentra-
cao de 1,00 ppm), cujo calculo sera visto mais adian-—
te,

As concentragoes testadas e as percentagens
obtidas sao locadas, respectivamente, na abscissa e
na ordenada do papel de probabilidade lognormal, assi-
nalando-se graficamente os pontos correspondentes { v.

anexo l).

B- Tragado da reta

Com base nesses pontos { circulos cheios, no
grafico do anexo 11), uma linha reta provisdria &
tragada por interpolagéo grafica: toma-se o ponto mé-
dio da distincia entre os dois primeiros pontos assi-
nalados e determina-se, entre este e © terceiro ponto
assinalado, um novo ponto médio; entre este agora e
o guarto ponto assinalado, marca-se outro ponto médio,
e, assim, sucessivamente, até o lltimo ponto assinala-
do (gue, no exemplo, corresponde i concentracao de

0,25 ppm). O primeiro e o Qiltimo pontos médios determi

nados por esse procedimento sao agueles por onde passa
a reta provisbria (linha de trago intexrompido, - no

grafico do anexo 1l).-

C - Correcdo das percentagens obtidas de 100%



e 0%
A reta assim tracada representa uma pri-

meira estimativa dos valores esperados e serve para a
corregdo das percentagens obtidas de 100% e 0% ( permi
tindo-se, no maximo, duas de cada ‘), que nac podem ser
locadas na ordenada: os pontos da reta provisbria cor-
respondentes as COncehtragaes nas quais se obtiveram /
essas percentagens extremas representam os valores es-
perados para agquelas concentracoes e sao corrigidos de
acordo com a tabela apresentada no anexo 2*. No exem-
plo dado, o valor obtido de 0% a 1,00 ppm & corrigido,
determinando-se, em primeiro lugar, o ponto da reta /
provisdria correspondente aquela concentragao: 1, na
escala de percentagens; em seguida, consultando-se a
tabela de corregao, lé-se, para a percentagem espera-

da a 1%, o valor corrigido da percentagem obtida: 0,3%.

D- Determinagéo das percentagens espera-

das

Com a corregao dos valores de 100% e 0%
obtidos, novos pontos sao assinalados no gréfico, e a
reta definitiva pode entac ser tragada, permitindo-se
determinar as percentagens esperadas para as diferen-
tes concentragoes, e recorrigir as: percentagens extre-
mas obtidas, com base nos novos valores esperados. No

exemplo em guestao, apenas um nOvo Ponto & assinalado

* o valor percentual do grupo de controle (_que e sem
pre 100) & desconsiderado nessas determinagoes, porgue
corresponde a concentragao zero do moluscicida e, por-
tanto, nao pode ser locado na escala logaritmica da
abscissa. :



@ﬂrc&kavazk)no gréfico do anexo 1), e a reta defini-
tiva (linha inteira grossa, no grafico) determina os
valores expressos na coluna 4 do quadro; a percenta-
gem obtida a 1,00 ppm, por sua vez, & recorrigida a
partir do valor esperado de 0,4%, o qual, na tabela

de correc¢ao, corresponde a 0,12%* .,

E - Calculo das contribuigoes para o

X2

Para analise da adequagao da reta, co-
megca-se calculando a diferenga absoluta entre as
percentagens obtida e esperada em cada concentragao
locada, e, através da escala nomografica apresentada
no anexo 3, determina-se a contribuigao de cada di-
férenga para o X2. Tomando-se, pelo exemplo, a concen
tragao de | 0,001 ppm, marca-se, no local apro-
priado da escala, o ponto correspondente a percenta-
gem esperada de 85% {coluna 4, no quadro), fazendo-se
o mesmo com a diferenca 85 - 82,4 = 2,6% ( coluna 5 ,
no quadro }; a seguir, unem-se por uma reta { linha de
trago interrompido na escala do anexoc 3 )} os pontos
assim determinados: o ponto de intersegao desta reta
com a escala de X2 representa o valor de contribuigao
verificado nadquela concentragéo, qual seja, 0,005. As
diferentes contribuigoes determinadas por esse proces

so estao na coluna 6 do gquadro.

F - Adequa¢ao da reta
Obtidasas contribui¢oes de cada diferenga

* Se, para o intervalo de 0 a 1%, o valor corrigido
equivale a 0,3% para O intervalo de 0 a 0,4% a equi-
valéncia e de 0,4 x 0,3 = 0,12%.
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para o X2, estas sio somadas, e o resultado e multi-
plicado pelo nimerc de sujeitos empregados poxr concen
tragcao. O X2 assim calculado & comparado com O X2 ta-
bulado * para v graus de liberdade ( v = n? de concen
tragdes locadas - 2): caso O x? calculado seja menor
que o tabulado, a diferenca entre oS dados obtidos e
os esperados nao & considerada sigﬁificativa.No exem—
plo dado, a soma das contribuigdes para O x% &

0,0174; portanto, como foram 20 os sujeitos empregacos
por concentragao, O X2 calculado & 0,174 x 20 = 3,48.
Esse valor & menor gue o tabulado para fF - 2 = 4 graus
de liberdade (9,49) e, por conseguinte, pode-se esti-
mar que os dados esperados nao sao diferentes dos es-—
perados ao nivel de 5% de significancia ( coluna 7,no0

quadro ).

G - Determinagao da CECg,

Caso a reta represente uma estimativa ade
guada das medidas (P > 0,05), procede-se a determina-
¢do do indice de toxidez do moluscicida para o parame-
tro considerado, tomando-se cOmMO valor de referéncia a
concentragao de efeito comportamental de 50% (CECSO) ‘
isto &, o nivel de moluscicida no qual se espera a per
centagem de 50% em relagao ao grupo de controle: o pon
to da abscissa do papel de probabilidade lognormal gue
corresponde, pela reta, ac valor 50 na escala da orde-
nada. No exemplo, uma linha paralela a abscissa & tra-

¢ada do ponto correspondente a 50% atéd sua intersegao

* Ao nivel de 5% d§ significl@ncia (P = 0,05), os valo-

res tabulados de X' para 1, 2, 3 e 4 graus de liberdade
sao, respectivamente, 3,84, 5,99, 7,82 e 9,49 ( uma ta-
bela com os valores para graus de liberdade maiores € a

outros niveis de significancia pode ser encontrada nos
livros-texto de estatistica).
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com a reta definitiva e, desse ponto, desce-se uma
paralela a ordenada ( linhas de ponto e trago, no
grafico); o ponto assim determinado na escala de
concentracoes constitui o Indice procurado: CEC50=

0,0072 ppm ( coluna 8, no quadro ).



FIGURA 1

Representacio esquematica da camara de obser
vagéo e da unidade de registro cinematografi

Cco.

A, vis3o de topo; B, visao lateral; ae, abertura pa
ra a entrada de ar; an, anteparo de luz; ag, aquari
os; as, abertura para a saida de ar; ex, exaustor ;
fi, filmadora; fl, flash eletydnico: in, intervald-
metro; la, lampada; pa, parede de isolamento da ca-
mara; pd, placa despolida; pe, porta externa; pl
porta de vidro; re, relbgio; sf, suporte da filmado

ra; su, suporte de flash.
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FIGURA 2

_Representagéo esquematica do aquario de teste

(visdo frontal), tal como registrada cinematg

graficamente.

_cd, compartimento direito; ce, compartimento esquer-
do; fA’ faixa horizontal de 3 cm acima do nivel de
agua; f;, idem de 0 a 3 cm de profundidade; f,,idem,
de 3 a 6 cm de profundidade; fD’ idem, de 6 a 9 cm
de profundidade; fE, iﬂem, de 9 a lz'cm de profundi-
dade; f., idem, de 12 a 15 cm de profundidade; iec
indicador de concentragado; ir, indicador de periodo
de recuperagao; is, indicador de sessao, na, nivel

de Agua; g, quadricula; re, reldgio; ss, sujeitos.
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FIGURA 3

Graficos de frequéncia de subida 3 superfi-
cie, por individuo, sob diferentes concentra
¢coes de cobre como CuSO,, a cada 3 horas dos

periodos de exposigao e recuperagao

A, 0,000 ppm; B, 0,001 ppm; c, 0,004 ppm; D, 0016
ppm; E, 0,062 ppm; F, 0,25 ppm. As barras hachura
das nas escalas de tempo indicam as fases noturnas
dos periodos. As linhas verticais interrompidas in

dicam o término dos periodos de exposigao.
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FIGURA 4

Ccraficos de frequéncia de saida da agua, por
individuo, sob diferentes concentragSes de
cobre como Cu804, a cada 3 horas do pericdo

de exposigao e recuperagao.

A, 0,000 ppm; B, 0,001 ppm; C, 0,004 ppm; D, 0,016
ppm; E, 0,062 ppm; F. 0,25 ppm. As barras hachura-
das nas escalas de tempo indicam as fases noturnas
dos periodos. As linhas verticais interrompidas in

dicam o término do periodo de exposicao.
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FIGURA 5

Qréficos de tempo de permanéncia fora da
igua, por individuo, sob diferentes concen
tragoes de cobre como CuSO,, a cada 3 ho-
ras dos periodos de exposigao e recupera-
cao.
‘A, 0,000 ppm; B, 0,001 ppm; C, 004 ppm; D, 0016 ppm;
E, 0,062 ppm; F, 0,25 ppm. As barras hachuradas nas
escalas de tempo indicam as fases noturnas dos perio
dos. As linhas verticais interrompidas indicam o]

tdrmino do periodo de exposigao.
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FIGURA 6

Graficos de percentagem de individuos no ter
¢o superior do agquario, sob diferentes concen
tragoes de cobre como CuSO,, a cada 3 horas

dos periocdos de exposigao e recuperagao.

a, 0,000 ppm; B, 0,001 ppm; c; 0,004 ppm; D, 0,016

"ppm; E, 0,062 ppm; F, 025 ppm. As barras hachura-

das nas escalas de tempo indicam as fases noturnas
dos periodos. As linhas verticais interrompidas in

dicam o término do periodo de exposigao.
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FIGURA 7

Graficos de atividade diurna e noturna, sob

diferentes concentragoes de cobre como CuSQ,:
A - total de respostas de subida 3 superfi-
cie, por individuo; B - total de respostas
de saida da agua, por individuo; C - tempo
total (min) de permanéncia fora da agua, por.
individuo; D - percentagem de individuos no

terco superior do aquario.

O0s simbolos hachurados correspondem a fase noturna

e os simbolos vazios, a fase diurna.
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FIGURA 8

Grafico de determinacac do indice de toxidez
do moluscicida CuSO,, em relagaoc ao tempo de
corrido até a primeira subida & superficie,
segundo o método LITCHFIELD-WILCOXON.

Os simbolos @& indicam os valores obtidos; a
reta de linha grossa representa os valores espera
dos; as retas verticais de linha fina correspondem
ids concentracoes testadas do moluscicida; as retas
de ponto e tra¢o interrompido determinam a concen=

tracdo de efeito comportamental de 50% (CEC) -
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FIGURA 9

Grafico de determinag¢ao do indice de toxidez
do moluscicida CuSO,, em relagao a freguén-
cia de subidas & superficie, segundo o me-
todo LITCHFIELD-WILCOXON.

Os simbolos @ indicam os valores obtidos, os
simbolos ¢ indicam os valores corrigidos; a re-
ta de linha grossa representa os valores esperados;
as retas verticais de linha fina correspondem as
concentracoes testadas do moluscicida; as retas de
ponto e tra¢o interrompido determinam a concentra-

¢cdo de efeito comportamental de 50% (CECgq) -
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FIGURA 10

Grafico de determinacdo do indice de toxidez
do moluscicida Cusoq, em relagao a frequéen-
cia de saidas de agua, segundo © método
LITCHFIELD-WILCOXON.

Os simbolos i} indicam os valores obtidos; o
simbolo O indica o valor corrigido; a reta
de linha grossa representa os valores esperados:
as retas verticais de linha fina correspondem as
concentragdes testadas do moluscicida; as retas de
ponto e trago interrompido determinam a concentra-

cio de efeito comportamental de 50% (CEC ) -
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FIGURA 11

Grafico de determinacao do indice de toxidez
do moluscicida CuSO,, em relagao ao tempo de
permanéncia fora da agua, segundo o metodo
LITCHFIELD-WILCOXON,

Os simbolos ¢ indicam os valores obtidos; o simbo-
lo ¢ indica o valor corrigido; a reta de linha /
grossa representa os valores esperados; as retas ver
ticais de linha fina correspondem 3ds concentragoes
testadas do moluscicida; as retas de ponto e trago
interrompido determinam a concentracao de efeito com
portamental de 50% CEC50).



Ko RO GRUP0 DE CONTAOLE

~
¥

a

% EM REL

93

50

BO

10

&0

[+ ]
=]
[T TR R SR T, S e Besl o2t n st A N

50

;
40
0 4
%
20 4

03 A

02 A

or
005 -

00t Ao taa

U

MEWORRTIRITACISTIITTII,

LLES LR Ll

_
!
i

0,001

0,01

AR TEE I A I N W DN PR FUTRSTRRTPIRILNTIOIITHVRECETINR

01

conceENTRACHES DE COBRE (ppm) -

NN R TNV CIETE STTIP U P T P eTeey |
X & + + +




FIGURA 12

Grafico de determinacdo do indice de toxidez
do moluscicida CuS0,, em relacac & proporgao
de individuos no terco superior do aquario ,
segundo o método LITCHFIELD-WILCOXON.

Os simbolos A indicam os valores obtidos, © simbo
lo & indica o valor corrigido; a reta de linha /
grossa representa OS valores esperados;as retas ver
ticais de linha fina correspondem as concentragoes .
testadas do moluscicida; as retas de ponto € tra¢o
interrompido determinam a concentracao de efeito com
portamental de 50% (CECSO).
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JFIGURA 13

Qréfiéo comparativo dos Indices de toxidez do
moluscicida CuSO, em relacao a diferentes pa-
rametros comportamentais, segundo © método
LITCHFIELD-WILCOXON

@ -tempo decorrido até a primeira subida a superficie
8- frequéncia de saldas de agua

& -tempo de permanéncia fora da agua

@ -frequencia de subidas & superficie

A-proporcao de individuos no tergo superior do aquario

As retas de ponto e trago interrompido determinam as
respectivas concentracoes de efeito comportamental de

50% (CECSO) .
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TAGCLA 1 - Arronjo dos grupos testsdne noa compartiecentos osquorde e

direito do aguério, nes sucassivas sossoen exporlmentets,

COMPARTIMENTOS

SESSOES
NO' ESQUERDO DIREITO
1 ' 0,004 0,25
2 1,00 0,016
3 0,062 CON
4 0,001 1,00
5 0,25 0,001
6 CON 0,062
7 0.016 0,004
8 0,062 CON
] 9 1,00 0,25
10 0,001 0,016
11 0,004 1,00
12 0.25 0,004
N 13 0.016 0,062
14 CON - 0,001

0685.1 Os grupos estho Idantificedos pals concentregoo do cobra_(ppn) @
qua foren submot!dos no por{ody do expoaligso, com excoosac do
grupo de controle, ldentificedo por CON.



TABELA 2 - Tempn docorrido {win) até o primelra esublda “superfloln, nes diforentss noncentragies de cobre coas CusO,., mr- agdle aritli~

timétics o desvio-padzang mn. nédie gecmatrica,

-37-

SLILITos 0,000 ' 0,001 nmqwmqupnamm o nam»nommmmu 0,062 - 0,25
1 2,0 3,5 9,5 632,0 1608,0 1615,0
bd 6,0 o a,s 12,0 : 799,0 161a,0 1635,0
3 6,0 5,0 27,5 gu2,0 1571,0 T 1440,0
4 6,0 3,5 32,0 1440,0 1713,0 1645,0
5 6,0 . 10,0 46,0 . : 1474,0 1715,0 1795,0
5 . 6.0 12,9 51,0 159,80 1731,0 1889,0
7 8,0 13,0 63,0 1590,0 1746,0 1991,0
g 9,0 15,0 5,8 1591,0 . 1771,0 2012,0
] 9,5 18,0 B¥,0 1612,0 1839,5 ) 2040,0
10 11,0 . 22,0 85,0 1£29,5 1B47,5 2042,9
11 13,0 . . 22,0 . . 8n,0 1544,5 1860,0 2331,0
12 15,0 25,0 91,0 1651,0 187,80 2558,0
13 16,0 27,0 95,0 : 1688,0 1919,0 2789,0
1 15,0 ) 27,0 . 104,90 1684,0 1936,0 3179,0
15 19,0 31,0 106,80 1709,0 1982,0 3291,0
16 29,0 38,0 125,0 1709,0 2082,0 3605,%
17 31,0 39,5 129,0 1724,0 2338,0 3634,0
18 ¥a,0 39,5 205,0 1824,0 2423,0 2727,0
19 45,0 47,0 230,0 - © o 1886,0 2478,0 an75,0 |
20 51,0 49,0 . 787,0 1938,0 2491,0 4650,0
N 16,9 ! 13,90 22,5 % 14,28 96,9 & 71,98 .1528,6 & 358,02 1931,6 * 284,42 2442,9 ! 1038,31
N 12,26 17,33 71,86 1472,6 . 1941,1 2447,5

.

085.: Ao nfvel de 1,00 ppm nao houva respostss ¢e oubida & supcrficle, verificendo-se 100X do mortslidede mo finol do parfodo de ra-
cuperagac.
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TABELR 3 - Fregfoncis deo rasapostsc de gublde & cuparficio, por individuo, » ceda 3 horss doa perfodos do expoEigho & recuperacio, nas di-

tarantts concentregoss de cobre como ncmcp. As berrss-hachuradss indicam as Fuses noturnas dos _..:.wmonou.

) onmmnmmoc COKCENTRACDES DE COBRE (ppm)
{HBRAEY, 0,080 o,001 ) 0,004 0,016 R 0,062 . 0,2% 1,00
0-3 5,1 4,4 1,3 0,0 . 2,0 0,0 0,0
g IS 2,3 2,2 - 1.1 0,0 0,0 . 0,0 0,0
m 6 -9 ' 0,8 0,7 0,7 a,1 . 0,0 0,0 . 0,0
[~ R .
o 9 -12 0,9 1,2 0,4 2,0 0,0 : 8,0 0,0
w - )
m w 12 - 13 0,8 0.7 - 0,2 9,0 0,0 8,0 c.0 :
.w Y 19 - 18 0,8 0,6 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
“ 18 - 21 3,0 4,6 2,3 0,0 0,0 6,0 2,3
21 - 28 1,¢ 1,7 20 0,2 o000 0,0
24 - 27 3,6 3,7 2,9 0,4 0,2 .o 0,0 .
e 27 - 30 1,5 - 1,8 1,6 1,1 0,8 0,3 2,0
< _ o
m q*- 53 0,2 0,3 0,6 0,3 ° 0,3 0,2 2,0
m m 33 - 36 0,4 0,2 8,3 0,3 0,2 0,1 - g,0
W m 36 - 39 " o,s . 0,2 0,3 0,2 0,0 0.0 0,0
m 39 - 42 0,6 0,7 8,8 0,3 0,2 0,1 0,0 .
g 42 - &3 2,2 2,0 2,3 1,8 0,8 0,5 5,0
45 - 48 1,4 1,0 o,6 8,7 0,5 0,1 u,0

Totel T25,3 25,0 17,5 5,4 2,46 1,4 0,0




TASLLA 4 =~ Fregfidnclc do reepostes de oefdn ¢n dgum, por individuo, a cade 3 hores dos perf{odos de exposigic e recuperagtc, nas difercn-

tes cancentragoea da cobrs como ncmn». As barras hechursdes {ndlcam cas fases noturnae dos perfocos.

ommmmwmoo CONCENTRAGBES DE COBRE (ppm)
(HORAS ) g,000 0,001 0,004 0,016 0,062 : 0,25 1,03
0.- 3 1,0 0,6 0,1 8,0 2,0 0,0 0,0
. .m. 3-8 1,1 . 1,7 D,2 0,0 0,0 0,0 9,0
m 6-9 0,9 9,s 2,7 0,0 0,0 9,0 0,0
m m 9 - 12 0,8 0,7 m_.m_ 9,0 _ 0,0 ] 0,0 0,0
m m 1z - 15 0,5 0,5 _ 0,5 0,0 8,0 : 6,0 - 6,0 ,
(=]
= Y ts - 18 0,4 ©oB,6 0,1 g,0 . 0,0 0,8 o,0
[ =Y .
18 - 21 0,8 2,3 0,2 0,0 0.0 . 0,0 0,0
I 21 - 24 0,7 0,7 b,4 0,0 0,6 . 0.0 0.0
. c !
“ g 2§ - 27 0,8 0,4 0,5 0,1 0,00 0,0 0,0
.m. 27 - 30 0,7 0,4 0,4 0,2 o, - 0,0 ¢,0
m 3 - 33 0,5 . 0,5 0,3 " 0,3 0,3 0,0 6,0
m 33 - 36 1,0 8,8 B,4 9,3 0,1 c,0 0,0
3 Hoss-ds 0,7 . 0,8 0,8 0,6 9,1. 0,0 0,0
[~}
. m 39 - 42 1,2 o,s .0,4 . 0,4 0,2 0,0 0,0
. (3 A2 « 45 0,7 1,2 0,9 0, 0,1 _ 0,0 0,0
! . 45 - 48 0,? 0,4 0,7 0,1 0,0 0,0 0,0
Totel 12,3 10,6 7.3 2,4 0,6 2,0 8,0




[

R

-80-

TABTLA 5 - Teapa (ain) de permonéncle Pote da éque, por individua, m ceds 3 horas des parisdos dé exposigdo o ragupernagio, nes diferen-

tes concentrogaes de cobre como n:MOp. As barras hachurodas indicem es fesnos noturnsa cos psriodas,

of Lo ARIDE CONCENTRACDES DE COSRE {ppa) . o
ToRAS) 8,000 0,001 D,004 0,016 0,062 0p,25 *1;00
0 -3 7,5 4,3 0.8 0,0 0,0 _ 0,0 0,0
2 W3- 6 7,8 35 o,8 0,0 0,0 . 0,0 0,0
m 6-9 . 15,5 13,0 22,5 g,0 . 0,0 0,0 0,0
m 9 - 12 22,5 24,3 12,4 0,0 . 0,0 . 8,0 - e,0
m 12 - 15 11,5 18,3 15,6 8,0 0,0 0,0 6,0
o -
K 15 - 18 7,8 8,6 1,0 _ 0,0 0,0 0,0 0,0
=% .
18 - 21 6,4 5,3 1,5 0,0 - 0,0 __ 0,0 8,0
21 - 24 8,8 3,3 3,2 0,0 0,0 © i 0,0 0.0
28 - 27 6,4 3,8 8,3 1,1 0,0 " 00 - 0,0
_m, 27 - 30 6,4 . 3,0 ° 3,2 7,5 0,0 0,0 0,0
.m 30 - 33 7,1 11,0 13,7 m..q 5,3 0,0 8,0
m 53 - 36 39,0 - 30,0 16,6 16,7 0,8 0,0 0,0
a 36 - 39 26,0 %2,4 25,7 27,4 0,4 0,0 0,0
o
.m 35 - 42 29,6 30,0 11,5 13,2 2,0 0,0 0,0
& az - &5 6,4 5,2 s 3,7 0,8 0,0 0,0
45 - 48 . 8,2 9,1 12,1 . 1,5 0,0 8,0 2,0
Totel 214,6 201,3 152,8 sne - B9 8,0 0,0 )

085.1 No ceso de tempos guperiores a 3 hores, sstes Poram computedoa no i{ntervalo dantro do qual se® derss os raspostas de salce corres-
dentos.
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0,000

widle das propargoos (%) regletrodoe ce 30 em 33 minutos, o ceda 6 horos
FAIXAS

&, Faixa horlzontn} do 3 ca ecims do nfvel da égus; 8, idex, do 0 o 3 cw da pro-
fundidado; C, i{dem, de 3 ® 6 cmt D, idem, do & & 9 cm; £, idom, do 9 o 12 cuj F,

das periodca do oxponig
idamn, de 12 8 15 cnm. (1)

Cusna:
TEHPD (h)
DECORRIDYD

R PR

TABELA 6 - Distribuigto aspacinsl dos individuos nae diferentes coruntragbes do cobro como
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TEBELR 7 - Datetwinngio dos Indices comportasantais de toxider do moluscicida CuS0, e= rulegio B catogoris subida 3 auperflcle, etravés

dos parimetros (a) tempo dacorrido etd e primeira resposte a (b) fregléncis de roapostas,

portsmontal da 50%) m, nirmero do conceatragoos locoduat n, numerg de esvjeitos por concentragsa| _omq. - nmu._.

CEC

concentracio de sfaito coa-

tutn entre &3 pnrcontagens obtidss s eaparades; P, probebilideds; v, greus de 1libercdade {m=-2); um. qui-quadrado. (1)

CONCENTRACKD MEDIDAS oof?) % < BIFERENZA CONTRIBUIGED ARDEQUATHD CEC
PARAMETRO 39
AT bE CO3RE (ppm) PARRMETRO OBTIDA ESPERADA loBT. - ESP.| PARA D X DA RETA {ppa)
0{controle) 0,0808 - - - -
tewpas : ns= 20
0,001 60,0575 71,4 60 11,4 0,08
¢écorrids: o= 3
0,004 0,0139 17,3 29 11,7 0,06
atd o g 2, {3)
0,016 90,0007 0,8 8,5 7,7 0,05 %= 3,62 0,006
nrimalct
0,062 0,005 o, 6 1,5 8,9 0,005 o
sublide & va 3 )
0,25 0,0004 g,5 0,1 0,4 0,015 :
superf{cie P > 0,Ch,
1,00 - - - - -
0{controlse) 25,3 - - - -
ne 20
0,001 2¢,0 97,4 92 5,4 9,045
. w6
fragqfencie 0,004 11,5 69,2 72 2,8 0,002
2 {&)
<n 0,014 5,4 21,3 a0 10,7 0,14 Y%= 4,40 0,0105
rospostos 0,062 2.6 10,3 1a 3.7 n,0.2
vws &
0,25 1.8 . 34 5i° 3,5 0,02
P > 0,05
1,00 0,0 0,09 2,3 0,2 0,0012

diferengs eheo~

CBS.1 Mp
2

(3
(2

w
;

V. exomplo iluatrativo no enexo 4. N

No paréaetro &, conalderou-se e rec{proce da modla geomotrice co tompo docorrido trin) (v. teb. 2); no parsastreo b, o totsl ncu-
suledo, por {ndividuo, ae Pinkl de &8 horas de teste {24 h de exposlicéo & 24 h de recuperaes).

v, figura 8.

V. figure 9.
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TREELA B - Datarminegio dos {ndicea comportamentaia de toxicex do moluscicide CuS0, ew relecio & cotagoria seflda da dqus, atraves dos
paricetros () froglenciz do respoates @ (b} tempo dn permenancle fora de Bgus. CECgqs concentragio da efeito comportzmen-
tel d» 50%; m, numerc da eoncantregoes locedse n, némare de sujeltoa por concantragzog - [0BT. - £sP.|, difarenge ebaolute

entro as percentagena obtiden € ayporadas; u-.unnaau»wnuunwu v, greus de liberdede {m -~ 23 xn. qul-guedrado. )

-
SARLMETRO concentRACKD . MEDIDAS ooﬁu ’ x % DIFERENGA conTRIBUICAD ADEQUACED CECgq
DE COBRE {ppm) PARAMETRD OBTIDA ESPERADA  |0BT. - EsP.} paRa 0 X2 OA RETA (ppe)
g{contrale) . 12,3 . - - Co- - . . - i ' .
. ' ' na= 20
0,001 10,6 86,2 92 ‘5,8 0,08
, . m=35
freqbancla o,008 7.3 ’ 48,0 £2 14 0,06 2 . (3}
: | x%s 2,58 0,006
de 0,016 2,4 ) 19,5 22 245, ¢, 003
. . v e 3
respostss 0,062 0,5 ¢ 4,9 3 )29 0,014
0,25 0,0 © 0,03 0,1 9,07 0,6 ? > 0,05
1,00 0,0 - - - -
g{contzrole} 214,48 - - - -
ns 20
0,001 201,3 93,8 94 . 1,8 . 0,005
tempo cde : me 5
) o,una 153,8 71,2 . 68 3,2 0,005
parmanencLs . ’ .
0,016 80,8 37,6 2 12,6 0,07 %2 1,67 | 0,007(%)
fore da
. 0,062 8,9 4,1 3 1,1 o, 035
ggun . v =3
0,25 0,0 o, 08 0,1% 0,1 0,0
. P > 0,05
1,00 n,0 - - - -

085, Mww v, exopplo llustretive no snoxo &
2} Ko porzmetro B, conslderou-se o total ecumuleds de respostae por {ndividun, sc final de 48 hores de tsate {24 h da expo-
sigso & 24 h de rucuporegao)} no parametro b, cenafiderou-so o tompo totsl (min) por individuo.
Muw V. figuras 10,
4} V. figure 1l1. !
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TASZLA 9 - Determinageto do {ndice isgmportamental de toxlder do moluaciclde ncmoo em relegto & cetegorie poelgaa do tndividue no aspsgo
varticsl, atrevée do parimetro de diatribuigso espoclel. CECgps concentragio de efelto cosportemental de 50%;.a, ndmero Ce
concentragoes locedes; n, nimoro de auvjeitos por corcentregiog #om«. - mwv.ﬂ. dlfersngs abanlute ontra se percentegjens obti-

dee @ scporedea; P, probmbilideds; v, grous de libercade (m - 2); un. gqul-quedredo. (1)

SARAMETRD CONCERTRACKD MEDIDAS uaﬁuu £ % DIFERENGA conTrRIEUIGED ADEQUACKO e,
' BE £OERL (pom) PARAKETRO 08TION ESPERADA |osT. - £59,] PARA O X7 DA SETA ﬁuun¢
g{controle) es,8n - - - -
' ns 20
_ 0,001 75,9 50,7 95,5 4,0 0,05
diptribulgee n= &
0,004 76,7 90,4 84 6,4 - 0,03
aspecial . 2 (3)
L,01s . 48,4 8248 £2 9,6 0,035 % 4,40 0,029
dosn
(netulduos 0,062 n,7 37,4 32 5,4 0,014 )
. s &
6,25 20,5 24,2 13 11,2 0,08
P> 0,05
1,08 0,0 1,2 3,5 2,3 0,001

085.1 MHW ¥, exemplo {luatrative no onoxo 4, ) N
2Y froporgee. (%) do individuos no tergo supsrior do bauaric (faixes A, B e C de naunpa-mw_ modia dns medidns afstuades dea 30

em 30 minutos no totml das 4B hores de teots (24 h de expooigeo @ 28 h de recupersgoo
(3} v. figurs 12.
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