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RESUMO

O Tributilestanho (TBT) é um composto organoestanico (COE) aplicado em tintas
anti-incrustantes para evitar a ades@o de organismos sobre superficies submersas.
E considerado ameaca para a vida marinha, em funcéo da sua elevada persisténcia
no ambiente, capacidade de transferéncia na cadeia tréfica, e por abordar
multicompartimentos e multitoxicidade. Em gastropodes, o TBT possibilita o
desenvolvimento de imposex, sindrome irreversivel responsavel pelo aparecimento
de caracteres sexuais masculinos em individuos do sexo feminino. A intensidade do
imposex esta diretamente relacionada as concentracdes de TBT, ao tempo de
exposicdo ao contaminante e a maturidade sexual dos organismos afetados. O
presente estudo teve por objetivo verificar o desenvolvimento de imposex via agua
contaminada por TBT a5 pg TBTL™ em jovens e adultos do neogastrépode marinho
Leucozonia nassa, em funcdo do tempo de exposicdo. Os exemplares foram
coletados em periodos de baixa-mar, em maio de 2013 em 3 regides livres de
contaminagao por COE’s: Praias de Coqueiral, Santa Cruz e Final da Praia de
Jacaraipe. Exemplares de L. nassa ap0s serem narcotizados em solucdo de MgCl,
4,0%, foram sexados, e os machos devolvidos aos locais de coleta. As fémeas
foram separadas em classes de tamanho e distribuidas em aquarios para a inducao.
A cada quinzena, 10 animais eram desconchados para analise dos indices de
imposex utilizando o percentual de imposex (1%), indice da sequéncia do vaso
deferente (VDSI) e o comprimento do pénis da fémea (CPF). Os resultados
indicaram diferenca na sensibilidade de adultos em relacdo a juvenis de L. nassa,
uma vez que com 15 dias de tratamento 0s juvenis apresentaram alteracdes
morfoldgicas decorrentes da sindrome. Os periodos de andlise de 15, 30, 45 e 60
dias ndo apresentaram diferenca significativa para o VDSI, bem como a idade em
relacdo ao CPF(p>0,05). Houveram diferencas significativas atribuidas ao VDSI em
relacdo ao estagio de vida (p= 0,02) e quanto ao CPF para os periodos de analise
(p=0,01).

Palavras-chave: Imposex. Tributilestanho. Biomonitoramento. Leucozonia nassa.



ABSTRACT

Tributyltin (TBT) is an organotin compound (COE) applied in antifouling paints to
avoid adhesion of marine organism in submerge surfaces. It is consider a threat to
marine life due to their high persistence in the environment, capacity of transference
to high trophyc levels and approach multicompartments and multitoxicity. In
gastropods, TBT causes imposex, an irreversible syndrome responsible for
appearance of male sexual characteristics develop in females. The intensity of this
syndrome is directly related to TBT concentrations, exposition period to contaminant
and to sexual maturity of affected organisms. This study aimed to verify the
development of imposex in contaminated water by TBT in 5 ug TBTL™ in young and
adults of marine neogastropod Leucozonia nassa, depending on the exposure time.
The samples were collected during low tide periods in May 2013 in 3 regions free of
COE’s contamination: Coqueiral Beach, Santa Cruz and End of Jacaraipe’s Beach.
After narcotization with MgCl.4.0% solution the specims of Leucozonia nassa were
sexed and the males replaced to sample stations. The females were separated into
size classes and distributed in aquariums for imposex induction. Each 15 day-period,
10 animals were analysed by imposex indices using the percentage of imposex (% 1),
vas deferent sequence index (VDSI) and the female penis length (CPF). The results
indicate difference in sensitivity of L. nassaa dults compared to juvenile, once with 15
days of treatment juveniles showed morphologic alterations of the syndrome. The
analysis periods of 15, 30, 45 and 60 days showed no significant difference for VDSI
and age in relation to the CPF (p> .05). There were significant differences attributed
to VDSI in relation to life stage (p = 0.02) and on the CPF for the periods (p = 0.01).

Keywords: Imposex. Tributyltin. Biomonitoring. Leucozonia nassa.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo marinha por poluentes quimicos € decorrente da acdo antrépica
direta ou indireta sobre processos ciclicos do ambiente, que inferem em
modificacbes nos ecossistemas marinhos, e 0s tornam receptores temporarios ou
finais dessa poluicdo (MORAES et al., 2001; TOMMASI, 1977).

Com a decorrente expansédo na colonizacdo de regides litoraneas, as cidades,
industrias, atividades nauticas e estaleiros ampliaram-se para a manutencdao do
comércio maritimo, gerando aumento das concentracfes de poluentes em sistemas
semi fechados, tais como portos, marinas e estuarios, resultando em pressfes sobre
0s ecossistemas marinhos. (FERNANDEZ, 2004; CHAMP, 2000; TURNER, 2010).
As fontes ndo pontuais de poluicdo sdo em geral oriundas da mistura de residuos de
atividades comerciais, industriais, residenciais, agricolas e recreacionais (FLORY;
ABER, 2005; CARPENTER et al.,, 1998) que originam compostos e substancias
guimicas antropogénicas, resultando numa série de efeitos metabdlicos adversos
para organismos nao alvos, assim como persisténcia e bioacumulacdo na cadeia
alimentar (BAYNI; MARQUES, 2001; DAVIES; MCKIE, 1987).

O assentamento e aderéncia de organismos bioincrustantes (fouling) em superficies
expostas a agua tem seu estabelecimento facilitado pela colonizacéo inicial por
micro-organismos e retencdo de larvas de invertebrados nos substratos (CHAMP;
PUGH, 1987; LEWIS, 1998, ZOBEL; ALLEN, 1935). Para evitar a fixacao, diversos
grupos de biocidas foram incorporados as formulacdes das tintas anti-incrustantes,
gue tiveram eficiéncia reconhecida globalmente (CASTRO; WESTPHAL, FILLMANN,
2011; CHAMP, 2000).

As tintas anti-incrustantes podem ser utilizadas em embarcacbes comerciais, de
pesca e recreio, plataformas marinhas, redes, tubulacbes marinhas e demais
estruturas que permanecam longos periodos em contato com a agua do mar, como
sistema de protecdo a fim de se reduzir a adesao por epizoarios, como cirripédios,
algas, mexilhdes, vermes, antozoarios, e outros invertebrados (KOTRIKLA, 2009;
CHOI et al., 2013; BASHEER et al., 2002; YEBRA et al., 2004; OEHLMANN et al.,
1998).
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Apesar de serem altamente téxicos, os compostos organoestanicos (COE’s), tais
como o Tributilestanho (TBT) e Trifenilestanho (TPT) apresentam multiplas
aplicagcbes na indastria e agricultura, sendo empregados em sistemas de
refrigeracdo de usinas, ou ainda como biocidas em tintas anti-incrustantes,
pesticidas, fungicida, acaricida e produtores e estabilizadores de plasticos PVC
(BACCI; GAGGI, 1989; OYEWO, 1989; BAUER et al.,1997; FERNANDEZ, 2002;
CHAMP; PUGH, 1987, FENT, 1996, MENSINK et al., 1997).

Ja foram constatados contaminagdes por COE’'s em uma grande variedade de
organismos nao alvos, como peixes (FENT, 1996), faner6gamas marinhas (JENSEN
et al., 2004), cetaceos (CARBALLO et al., 2004) e em seres humanos (FERNANDEZ
et al., 2005).

Em gastropodes, o TBT pode causar sindromes como imposex, intersex e ovo-testis
(MORCILLO; PORTE, 1998; OEHLMANN et al.,, 1998). Trabalhos em campo e
estudos laboratoriais tem demostrado forte corelagcdo entre o imposex e 0 uso de
TBT em tintas anti-fouling (GIBBS; BRYAN; PASCOE, 1991).

O imposex € uma sindrome irreversivel caracterizada pela imposicdo de
caracteristicas sexuais masculinas, com o desenvolvimento de pénis e vaso
deferente, induzida por baixas concentracbes de TBT, que resulta em interrupcéo
hormonal, subsequente faléncia reprodutiva, morte dos organismos afetados, e a
longo prazo, extin¢ado local da espécie por falta de recrutamento (GIBBS et al., 1987;
SANTOS, et al., 2011; GIBBS; BRYAN, 1987; OEHLMANN et al., 1998).

Em 1987, Gibbs e Bryan descreveram o imposex em Nucella lapillus coletada na
Inglaterra e, posteriormente, a sindrome foi observada em diversas regides do
mundo, inclusive no Brasil (MAGALHAES et al., 1997).

Devido aos efeitos prejudiciais que 0os compostos organoestanicos tem causado a
organismos aquaticos, uma variedade de métodos tem sido desenvolvida para
determinar sua ocorréncia em varias matrizes, incluindo agua (STROBEN, et al.,
1992), sedimentos (AXIAK et al., 1995) e tecidos da biota (GIBBS et al., 1990;
MORCILLO; PORTE, 1998).

Em funcdo da elevada toxicidade, a Organizacdo Maritima Internacional (IMO)

recomendou a proibi¢cao global da utilizagdo de COE’s a partir de janeiro de 2003 e o
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banimento completo da aplicagcdo destes compostos em embarcacdes foi efetivado
em janeiro de 2008 (CASTRO; PERINA; FILLMANN, 2012).

Apesar da proibicdo total em 2008, concentracdes elevadas de TBT ainda séo
encontradas em alta incidéncia nos ecossistemas aquéaticos em Portugal
(CARVALHO et al.,, 2009), em sedimentos no Japao (HARINO, 2009) e em
sedimentos e na biota em regides brasileiras (COSTA, 2012; BORGES, 2012). As
tintas a base de tributilestanho ainda sdo mais eficientes que as alternativas atuais
disponiveis no mercado para o mesmo fim (SANTOS et al.,, 2011) e apesar da
substituicdo das tintas a base desse composto pelos novos anti-foulings TBT-free,
essa nova geracdo de substancias também agrega efeitos prejudiciais ao meio
ambiente (KARLSSON, 2004). Os anti-foulings TBT-free (de 32 geragcdo) sé&o
compostos de classes diferentes, como organometalicos, organoclorados,
clorofluanido e triazinas, que surgiram como alternativa ao TBT, mas que também
revelam alta toxicidade (YEBRA et al., 2004; CASTRO; WESTPHAL; FILLMANN,
2011). Tintas anti-incrustantes a base de cobre geralmente requerem biocidas de
reforco para garantir sua eficacia, podendo oferecer riscos adicionais em
decorréncia do uso concomitante de substancias em uma mesma formulagéo
(SANTILLO et al., 2001 OKAMURA; MIENO, 2006).

No Brasil, em 1° de novembro de 2012, entrou em vigor uma revisao da resolucéo n°
421 de fevereiro de 2010 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), que
oferece informacdes sobre as condicdes e padrdoes de qualidade de agua no Brasil,
bem como o gerenciamento de substancias quimicas, como o TBT (CASTRO et al.,
2007; CONAMA, 2012). Embora a implantacdo dessa legislacdo represente um
avanco, o desconhecimento a respeito dos possiveis impactos que podem ser
gerados por esses compostos ressaltam a necessidade de realizar estudos mais
detalhados para definir numericamente o grau de interferéncia produzida por
diferentes concentracbes de COE’s, bem como o grau de patogenicidade fornecido
pela visdo temporal de exposicdo as substancias (GOLDBERG, 1986; BECH et al.,
2002).

Nos ultimos anos, a necessidade de se obter informacbes mais detalhadas a
respeito dos efeitos ocasionados pela exposicdo de gastropodes a COE’s tem sido
destacada em funcéo do histérico de aplicacéo deliberada a partir da década de 80
(RITSEMA; LAANE,1991) poder ainda repercutir nos dias atuais, apesar do
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banimento aos COE’s em 2008, uma vez que a substancial persisténcia dos
contaminantes nos sedimentos pode atingir meia-vida de dezenas de anos
(KOTRIKLA, 2009; DOWSON et al., 1994, 1996).

O desenvolvimento dos caracteres masculinos nas fémeas imposexadas varia de
acordo com a espécie (GIBBS et. al.,1991), e em funcdo do seu comportamento
dose-resposta, € dependente da concentracdo ambiental do poluente (GIBBS;
BRYAN, 1996; ALZIEU, 2000) e do tempo de exposicdo do organismo ao
contaminante (ABIDLI et al., 2012; FERNANDEZ, 2001), sendo que 15 dias de
contato direto com o TBT j& pode ser considerado o tempo suficiente para provocar
alteracbes em algumas espécies de gastropodes (ABIDLI et al., 2012). Além do
tempo de exposicdo, o tamanho dos individuos também pode influenciar no
desenvolvimento e expressédo do imposex, pois, segundo Mensink e outros (2002),
individuos adultos sdo menos sensivel a exposicdo ao TBT em relacdo a juvenis,
uma vez que estes Ultimos ndo estdo dotados do sistema genital totalmente
desenvolvido, e quaisquer agentes podem provocar interferéncia no

desenvolvimento de 6rgaos sexuais na primeira fase da vida.

Tendo em vista 0 exposto, a presente pesquisa teve por objetivo verificar o
desenvolvimento de imposex em jovens e adultos de Leucozonia nassa em funcao
do tempo de exposicdo e da concentracao final de TBT em agua. Neste contexto, a
hipétese do presente trabalho é que a L. nassa seja uma espécie sensivel a 5ng
TBTL™ e que a mesma concentracdo do composto seja capaz de induzir imposex

em jovens e adultos dessa espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Neste capitulo constam as principais informacdes a respeito da utilizagdo histérica
dos compostos organoestanicos, suas principais caracteristicas e aplicabilidades.

2.1 BREVE HISTORICO E PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DOS COMPOSTOS
ORGANICOS DE ESTANHO

O estabelecimento de comunidades bioincrustantes no substrato de embarcacdes
produz rugosidade que aumenta a taxa de corrosdo dos barcos, o fluxo turbulento, o
ruido acustico e gera maior arraste devido ao aumento no atrito com a agua,
resultando em perda de velocidade de navegacdo, gastos adicionais com
combustiveis e manutencdo das embarcacdes (CHAMP; PUGH, 1987; BASHEER et
al., 2002; YEBRA; KILL; DAM-JOHANSEN, 2004). O emprego de tintas anti-
incrustantes reduz o transporte de espécies de um ambiente para outro, o volume de
consumo de combustiveis fésseis, evita o lancamento de dezenas de toneladas de
dioxido de carbono na atmosfera por ano e agrega aumento do tempo entre as
docagens (ABBOTT et al., 2000; YEBRA,; KILL; DAM-JOHANSEN, 2004; EVANS et
al., 2000; CASTRO et al., 2007; BASHEER et al., 2002; BRASIL, 2007; KOTRIKLA,
2009).

O primeiro registro do uso de anti-incrustantes foi feito por volta de 1500 a.C. a 300
a.C. pelos fenicios, que aderiram a técnica de adicdo de folhas de cobre aos cascos
de embarcacfes ao notarem que a havegacao se tornava mais rapida e facil quanto
mais lisa estivesse a parede do barco (CHAMP; PUGH, 1987). Posteriormente
surgiram registros do uso de chumbo como alternativa anti-incrustante para
embarcacdes, entretanto, o cobre se mostrou mais eficiente para desempenho de tal
funcdo ao longo dos séculos XVII e XVIII (CHAMP; PUGH, 1987).

Formulacbes com adicionais de arsénico e mercurio também tiveram ampla
utilizacdo para potencializar a propriedade biocida de tintas a base de 6xido cuproso,
até a descontinuacdo do uso em 1970, decorrente da elevada toxicidade que
ofereciam e rapida perda de eficiéncia (CHAMP; PUGH, 1987; SANTOS et al.,
2011). Em meados da década de 60, os compostos organoestanicos (COE’s), como

o tributilestanho (TBT) e o trifenilestanho (TPT), passaram a ser utilizados em tintas
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anti-fouling (CHAMP, 2000; FERNANDEZ-ALBA; HERNANDO; CHISTI, 2002; TEN-
HALLERES-TJABBES; KEMP; BOON, 1994).

Os Compostos organoestanicos pertencem a classe deorganometalicos dos
poluentes: Tributilestanho (TBT), Dibutilestanho (DBT), Monobutil-estanho (MBT),
Trifenilestanho (TPhT), Difenilestanho (DPhT) e Monofenil-estanho (MPhT) (Figura
1) (SANTOS et al., 2011).

Figura 1 - Compostos Organoestanicos (COE’s).

Tributyltin (TBT) Dibutyltin (DBT) Monobutyitin (MBT)
CHj CHa
HaC H3C HaC X
3 3 3!
_\—Sn*\_ _\—Sn—X _\—8|an
| CH; | |
X X b ¢
Bu,;SnX Bu,SnX, BuSnX;
Triphenyltin (TPhT) Diphenyitin (DPhT) Monophenyitin (MPhT)

~Fo of o

Ph,SnX Ph,SnX, PhSnX,

Fonte: Santos et al., 2011.

O TBT € um composto formado por um atomo de estanho (Sn) e 3 radicais butilicos
(C4Ho) (Figura 2). Pode se apresentar na forma de cation livre (TBTY) e por ser
instavel, pode combinar-se com oxigénio para formar o bis(TBT)O ou fluereto,
resultando em TBT- Fluoreto (TBTF) (DELA CRUZ, 1998).
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Figura 2- Estrutura quimica do TBT+, (C4Hg)® Sn*

'x’ ‘ Estanho
T ur
.4 Carbono

.-

Hidrogénio

Fonte: Modificado de DELA CRUZ, 1998.

As tintas anti-foulings séo classificadas em 3 tipos: Convencional, Matriz soltuvel e

copolimero de polimento (Tabela 1).

Tabela 1- As geracOes de tintas anti-incrustantes.

Tipo Caracteristica Exemplo
Convencional Altas concentracfes na matriz (7,5% ppm) bis (TBT)O
Ablativa Taxa de liberacdo decai eponencialmente com o
tempo
Copolimero Baixas concentrac¢des iniciais (2,5% ppm) e taxa Copolimero de
de liberacdo aproximadamente constante no metilmetacrilato/
tempo metacrilato de TBT

Fonte: Fernandez, 2001

As tintas convenionais, ou de "associacao livre" pertencem a primeira geracdo das
tintas anti-incrustantes de formulacdes a base de 6xidos de cobre e zinco que séo
liberados por lixiviacdo na agua circundante; a matriz soluvel ou ablativo, de
segunda geracédo utiliza o TBT e TPT como principio ativo; e a copolimero de
polimento pertence a terceira geracdo de tintas anti-foulings e engloba compostos
organicos metalicos (Diuron, Irgarol 1051, Sea-Nine, Clorotalonil, Tiram, Busan,
TCMS Piritina e Trifenilbornano Piridina) e ndo metalicos (Zinco Piritiona, Cobre
Piritioa, Ziram, Oxido cuproso, Tiocianato de cobre e Naftenato de cobre) (HOCH,
2001; FERNANDEZ, 2007; BAALS, 1987; CHAMP; PUGH, 1987; YEBRA; KILL;
DAM-JOHANSEN, 2004; CASTRO; WESTPHAL; FILLMANN, 2011). As tintas de
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terceira geracao foram desenvolvidas a partir de 1987, pds limitacfes parciais das
tintas & base de organoestanicos, e sdo caracterizadas por aumentarem o intervalo
entre docagens de 1 para 4 anos, e poderem ser utilizadas concomitantemente em
uma mesma formulacdo (BAALS, 1987; OKAMURA; MIENO, 2006).

A eficiéncia da utlizagdo do TBT com finalidade anti-incrustante € de consenso
global (CHAMP, 2000; MORA; PHILIPS, 1997) e tal composto ganhou popularidade
a partir da década de 60 (OEHLMANN et al., 1998). Os COE’s chegaram a revestir
90% dos cascos das embarcacfes na década de 80, quando passaram a substituir
as tintas a base de cobre (LUDGATE, 1987). A produgdo mundial e uso dos COE’s
atingiu um nivel de cerca de 5000 toneladas por ano, com liberacao diaria ao mar de
4 pglcm? (BANNET, 1996; SWENNEN et al., 1997). Aproximadamente 4300t de
organoestanicos foram liberadas no ambiente marinho em 1976 (DONARD et al.,
1989).

Os principais problemas envolvidos com a utilizacdo de COE’s sdo a série de
disturbios metabdlicos gerados nos organismos néo alvos (STEGEMAN et al., 1992),
a elevada persisténcia ambiental e bioacumulacdo na cadeia alimentar (BAINY;
MARQUES, 2001; LIMA et al.,, 2006), a presenca de coquetéis de misturas de
compostos derivados (YEBRA; KILL; DAM-JOHANSEN, 2004) e a abordagem
multicompartimentar e multitoxicante (EVANS et al., 2000; COSTA, 2012).

Para alguns autores, o “TBT é a substancia xenobidtica mais tdxica deliberadamente
introduzida no meio” (STEWART et al 92) e os impactos produzidos geram
informacfes sobre o efeito da contaminacdo no ambiente (ALZIEU et al., 1986).
Para moluscos, a toxicidade dos COE’s aumentam a partir da adicdo de radicais
butil de 1 para 3, e posteriormente sofre reducdo com a adi¢cdo do quarto radical; em
funcao disso, recomenda-se que a classe de estudos desses compostos envolvam o
cation dissociado (BusSn®) e seus metabdlitos formados pela desbutilacdo até a
formacdo do estanho orgéanico (BRYAN; LANGSTON, 1992; CHAMP; PUGH, 1987;
(AXIAK et al., 1995). A contaminacdo é registrada como sendo mais séria quanto
menor for a circulagcdo da agua, refletindo elevados indices de contaminacdo em
marinas, terminais de pesca e portos (EVANS; NICHOLSON, 2000).
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2.2 ANTI-INCRUSTANTES ORGANOESTANICOS NO AMBIENTE MARINHO

Restricdes presentes e futuras ndo sdo capazes de remover imediatamente o TBT e
seus produtos de degradacdo do meio ambiente marinho, por serem capaz de ficar
retidos nos sedimentos (ANTIZAR-LADISLAO, 2008). Estimativas de meia vida altas
dos compostos organoestanicos no sedimento demonstram que estes sao uma fonte
potencial para a acumulagao de COE’s e a longo prazo, a ocorréncia de niveis altos
de TBT poderia servir como ameaca para os habitats aquéaticos em imediacdes de
marinas (DOWSON, et al.,1994, 1991), além da sua migragao para a coluna d’agua

poder afetar organismos nao alvos por muitos anos (FERNANDEZ et al., 2005).

Em contato com a &gua, o copolimero hidrofébico inicia uma reacao de
saponificagcdo que rompe a ligacdo do TBT com a estrutura do polimero causando
sua liberacao (Figura 3) (FERNANDEZ, 2001).

Figura 3 - Processo de auto-polimento do copolimero a base de TBT.

: "{/I\—I“ A
| m :

(1) Tinta recém-aplicada. O cation TBT" estd sendo liberado e a superficie
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saponificada para criar uma camada de lixiviagao.

(2) A-B: camada de lixiviagao hidrofilica (5-20 um de espessura), liberando
TBT. B: interface na qual o copolimero reage com a agua para liberar o biocida. B-C:
zona hidrofébica (100-300 'm de espessura), que compreende a massa de pintura
disponivel.

(3) Liberagdo do biocida em taxa aproximadamente constante. A espessura
da pintura reduz-se progressivamente.

(4) A liberagdo continua com a pintura auto polindo-se até o casco da

embarcacao.
Fonte: FERNANDEZ, 2001. Modificado de CHAMP; PUGH, 1987.

Apoés sua aplicacdo, o TBT é liberado na agua por meio do desgaste da pintura
naval e é rapidamente absorvido por agentes organicos como bactérias e algas, ou
integra-se a camada de particulas em suspensao na agua (GADD, 2000; LUAN et
al., 2006; SAYER et al., 2006).
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Essa liberagdo caracteriza uma entrada direta ou indireta deste composto e seus
produtos de degradacdo no meio aquatico, tanto na agua como na biota. As
particulas em suspensdo sdo responsaveis pela adsor¢cdo da substancia, assim
como o sedimento (HOCH, 2001).

O mecanismo de degradacéo do TBT pode ser acelerado por temperatura, aumento
de radiacdo UV e atividade bioldgica via mecanismos de degradacdo de
microorganismos em solo e ambientes de agua doce, marinhos e estuarinos
(DUBEY, 2003; GADD, 2000).

A afinidade de COE’s por particulas sélidas os caracterizam como bioacumuladores
(LANGSTON; POE, 1995), servindo como fonte de contaminacdo para a coluna
d’agua, mesmo apos a descontinuidade do uso do poluente (FERNANDEZ, 2001).
Para Fernandez (2001) a afinidade por particulas varia na ordem crescente do MBT,
posteriormente atingindo TBT e o DBT e a afinidade maior atribuida ao MBT esta

associada a sua carga maior.

Nas décadas de uso indiscriminado dos compostos organoestanicos, registrou-se
500-1000 pg TBTL™ no sedimento (CLARK et al., 1988). Concentracées de 1 a 2
kg TBT foram reportadas por Stewart e Thompson (1994) em sedimentos a 377
metros da superficie, podendo destacar a ocorréncia de registros de contaminacéo

em mar aberto, para regides fora das areas costeiras.

A degradacao do TBT na coluna d’agua é considerada um processo rapido (CLARK
et al., 1988), diferentemente do que se observa nos sedimentos, como reportou
Dowson e outros (1996) em um experimento que se obteve contaminacdo até 775

dias ap0s a aplicacao da substancia em superficies oxidantes.

A contaminacdo ambiental por COE’s tém recebido consideravel atencédo devido a
natureza bioacumulativa e toxicidade dessas substancias (SMITH 1981; GIBBS;
BRYAN, 1987; HORIGUSHI et al., 1994; MENSINK et al., 2002). Muitos estudos tém
demonstrado que o TBT é altamente téxico para uma grande variedade de
organismos nao-alvos (FENT, 1996; SWENNEN et al., 2009) e causam danos que

podem ser irreparaveis a vida marinha (RUIZ et al., 1996).
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2.3 EFEITOS DO TBT SOBRE ORGANISMOS MARINHOS

O primeiro registro de imposex foi reportado em Nucella lapillus (Linnaeus, 1758) na
costa da Inglaterra (BLABER, 1970). Subsequentemente, os efeitos do impacto
ecologico da contaminacao por TBT foram observados no final da década de 70, na
area cercada por pequenos portos na Baia de Arcachon, Franca (ALZIEU et al.,
1986; ALZIEU, 2000a). Os efeitos deletérios do colapso resultaram na queda da
producdo de individuos de Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), pela inibicdo da
calcificacdo nas larvas do bivalve (balling), gerando mortalidade larval, faléncia
reprodutiva e deformacédo nas conchas de individuos adultos (MICHEL; AVERTY,
1999; ALZIEU, 2000, 1986). Os efeitos da contaminacdo por TBT em diferentes
concentracfes sobre o desenvolvimento larval de C. gigas estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2 - Efeitos do TBT sobre a embriogénese e desenvolvimento de larvas de
Crassostrea gigas

TBT (ug/1) (PPM) Efeitos na reproducéo

100 Inibicdo na fecundacgéo

50 Inibicdo da segmentacéo

25 Reducéo parcial da segmentacéo

10 Auséncia da formacéo de Trocophora

3-5 Auséncia de véligers — Mal formacéo de Trocophoras

1 Véliger anormal — Mal formacé&o de Trocophora

0,5 Numerosas anomalias — Mortalidade total em 8 dias

0,2 Perturbacao na assimilacéo de alimentos — Mortalidade total apés 12 dias
0,1 Crescimento devagar, quase todas mortas apés 12 dias
0,05 Crescimento devagar: Alta mortalidade apés 10 dias
0,02 Sem efeitos observados

Fonte: CHAMP; PUGH, 1987

Alguma preocupacédo tem sido recentemente expressa sobre os efeitos do TBT em
agua do mar sobre organismos ndo-alvos, revelando efeitos deletérios (BAALS,
1987). O TBT se mostrou prejudicial a organismos de diversos taxons: algas
(SMOCK; SRONEBURNER; CLARK, 1976), plantas aquaticas (CHU, 1976; JENSEN
et al., 2004), crustaceos (OHJI, et al., 2002), poriferos (FAFANDEL et al.,2003),
equinodermos (NOVELLI et al., 2002), peixes (AXIAK et al.,2000), cetaceos, (KIM et
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al., 1996; TANABE et al., 2011), aves marinhas (GURUGE et al., 1997) e aos seres
humanos (FERNANDEZ et al., 2005).

Tabela 3 — Taxons animais afetados por organoestanicos

Grupo Efeito (Faixa de concentracéo) Referéncia
Fitopancton Limita a diviséo celular ALZIEU (2000)
Zooplancton Limita a reproducéo ALZIEU (2000)
Equinodermos Toxicidade letal [EC50] para as células do NOVELLI et al. (2002)

esperma (2,97-185 mg / L e 1,11-262 mg / L
para os embrides

Cnidarios (Corais) Inibe a fertilizacédo NEGRI & HEYWARD
(2001)
Bivalves (Ostras) Inibe a metamorfose; ALZIEU (2000)

Anomalias reprodutivas (20ng L™) Anomalias na
calcificacdo da concha (>2ng L)

Gastrépodes Imposex e intersex (<1ng L™) ALZIEU (2000)
Poliquetas Anomalias de desenvolvimento MEADOR & RICE (2001)
Crustéaceos Anomalias no processo de muda (<500 pg L™) ALZIEU (2000)
Urocordados Alteracdes a nivel celular (10 ug L™) MONIOTT et al. (1993)
Embriotoxicidade (0,1 pg L™) CIMA et al. (1996)
Peixes Anomalias reprodutivas (1- 10 pg L™) ALZIEU (2000)
Alteracdes no comportamento (1- 100 pg L™) SHIMASAKI et al. (2003)
Aves Imunossupressao KANNAN et al. (1997)
Mamiferos Imunossupressao KANNAN et al. (1997)

Efeitos citotéxicos

Fonte: Adaptado de CASTRO, 2007

Cerca de 200 espécies de neogastropodes podem ser afetadas por TBT e
desenvolver imposex em todo o mundo (TITLEY-O'NEAL; MUNKITTRICK;
MACDONALD, 2011), e tem surgido novos trabalhos utilizando mesogastropodes.
Em 2006, Vishwakiran e outros e posteriormente Costa e outros em 2008,
trabalharam contaminacdo com o mesogastropode Cymatium parthenopheum
parthenopheum, e em 2012, Costa desenvolveu estudos com Littoraria angulifera,
ambos organismos considerados menos sensiveis a contaminacgao por COE'’s.

No Brasil, o imposex em Stramonita haemastoma foi reportado em primeira mao por
Magalhdes e outros (1997), na Baia de Santos, Rio de Janeiro e a posteriori

surgiram ocorréncias da sindrome para mesma espécie na Baia de Guanabara, Rio
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de Janeiro, por Fernandez e outros (1998), e em Fortaleza, Ceara, por Castro e
outros (2000).

A inducéo de imposex tem sido observada em varios experimentos de campo (SHIM
et al., 2000; BECH et al., 2002; RIBEIRO, 2002; CASTRO, 2005) e laboratoriais
(GIBBS et al., 1987; LIMA, 2004). Os navios comerciais maiores em Seus processos
de manutencédo (raspagem, pintura, etc) tem sido reconhecido como um dos
principais fatores que contribuem para manutencéao dos problemas ocasionados pela
sindrome do imposex (BAILEY; DAVIES, 1988).

Efeitos severos sobre a reproducao relacionada a esterilidade ocasionada por
imposex em fémeas de Nucella lapillus e Ocenebra erinacea sao conhecidas e
foram descritas por Gibbs e outros (1991). Na Baia de Guanabara, também foram
registradas mudancas significativas na colonizacdo por Stramonita haemastoma no
inicio dos anos 60 ao final dos anos 90, e nessa regido, as populacdes ndao sdo mais
encontradas (FERNANDEZ, 2004).

A diferenciacdo e crescimento dos oOrgdos genitais masculinos em fémeas de
gastropodes € resultado da inibicdo da acdo do Citocromo P450, que acaba sendo
impedido de converter testosterona em 17(3-12 estradiol, elevando niveis de
testosterona nos tecidos corporais (LEUNG et al., 2006). Os caracteres masculinos
podem levar a obstrucédo da abertura vaginal e rompimento da glandula da capsula
pelo desenvolvimento da epiderme e tecidos que cercam o vaso deferente (GIBBS;
BRYAN, 1986).

Mesmo em niveis abaixo de ppt na agua do mar, o TBT pode causar imposex e
faléncia reprodutiva em gastropodes (BRYAN et al., 1986; HUGGETT et al., 1992),
além de desordens imunolégicas, neurotdxicas e genéticas em outros animais
(BRYAN e GIBBS, 1991; ALZIEU, 2000; USEPA, 2004).

Faixas de concentracfes diversas de TBT podem ocasionar efeitos prejudiciais em
organismos: Valores inferiores a 1,2ug L™ de estanho s&o capazes de impedir o
desenvolvimento da fase plancténica de bivalves (RUIZ et al., 1996), enquanto que
concentracdes em torno de 34ug L™* inibem a eclosdo de larvas de ascideas
(GIAGUZZA et al, 1996). Larvas de Stramonita clavigela tem seu desenvolvimento
interrompido quando expostas & concentracdo letal (CL 50) de 1 a 5ug TBTL-' em
48 horas (HORIGUSH et al., 1998).
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Oehlmann e outros (1991) estudando Nucella lapillus propds que haveria diferenca
genética nas rotas de desenvolvimento de imposex, que estaria associado ao
polimorfismo cromossomal. No sudeste da Inglaterra, Gibbs (1993) constatou que
alguns individuos de N. lapillus haviam sobrevivido enquanto que a maior parte da
populacéo havia sido eliminada pela contaminagéo por organoestanicos. Os machos
dessa populacdo apresentavam uma anomalia genética conhecida como Sindrome
de Dumpton, que desencadeava o0 subdesenvolvimento do sistema genital
masculino, e as fémeas dessa populacdo apresentavam maior resisténcia a

contaminacao, desenvolvendo graus menores de imposex.

No outro tipo de masculinizacdo feminina, o ovo-testis, a fémea de gastropode é
classificada como macho por conta da oogénese ser suprimida e/ ou haver
desenvolvimento de espermatogénese e tubulos seminiferos. Esse fendmeno foi
observado a primeira vez em N. Lapillus exposta a TBT em condi¢cOes laboratoriais
por aproximadamente dois anos (GIBBS et al., 1987). Entre as espécies que foram
detectadas com ovo-testis estdo Ocinebrina articulata (OEHLMANN et al., 1996),
Nassarius reticulatus (BARROSO; MOREIRA, 1998), Babylonia japonica
(HORIGUSHI et al., 2006).

2.4 CONTAMINACAO POR COMPOSTOS ORGANICOS DE ESTANHO E A
SAUDE HUMANA

A possibilidade de biomagnificacdo e transferéncia de organoestanicos para niveis
troficos superiores permite que as anomalias penetrem nas cadeias alimentares,

podendo gerar danos subsequentes a saude humana. (OEHLMANN et al., 1996).

O TBT demonstrou ser um inibidor in vitro da atividade da aromatase do citocromo
P450 em seres humanos (Cooke, 2002; Heidrich et al , 2001) Sekizawa e outros
(2003), Strand e Jacobsen (2005) desenvolveram estudos a respeito da toxicidade
do TBT para moluscos e seus efeitos peculiares, especificos e bioacumuladores,
refletindo seus efeitos toxicos em seres humanos, uma vez que 0s moluscos sao
comercializados e empregados na alimentacdo (ARAUJO; ROCHA-BARREIRA,
2005; BOEHS et al., 2008).

A principal via comum de contaminacdo para os seres humanos, além de outros
animais, € pelo consumo de mariscos (SEKIZAWA et al., 2003; HOCH, 2001; WHO,
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1990) e a absorcao dos alimentos contaminados apresenta maior capacidade de
captacao direta dos poluentes do que em relacdo a captacao direta a partir da agua
(WHO, 1990).

Schweinfurth e Gunzel (1987) relataram que compostos de TBT podem causar
irritacbes nas membranas da pele e das mucosas, por isso, recomenda-se evitar 0
contato com a pele, olhos e a inalagédo de poeira. Alzieu (1998) afirma que a partir de
sucessivas exposicdes, ha possibilidade das irritagcbes gerarem dermatites severas.
Em estudos de dose repetida, linfotoxicidade e toxicidade hepatobiliar sdo os
achados predominantes (KOTRIKLA, 2009). Exposicdo humana acidental ao TBT
em pequenas concentracbes pode causar dermatite e irritacdo nos olhos e no trato
respiratério (CHAMP, 2000).

Reid (1986) descreveu os principais problemas a saude que profissionais que
realizam manutencdo de embarcacdes revestidas a base de TBT estdo expostos:
inflamacédo cronica da pele, problemas respiratérios, dores de cabeca e no

estdbmago, lacrimacéo e resfriados frequentes.

Alguns trabalhos tem evidenciado o0s riscos desses compostos para a saude
humana em individuos que se alimentam preferencialmente de alimentos de origem
marinha (GUERIN et al., 2007) por meio de modelos animais (GROTE et al., 2004),
e/ou em estudos in vitro (SAITOH et al., 2001; CARFI et al., 2008). Em um desses
ensaios, o TBT altera o funcionamento da Ca2"ATPase do reticulo sarcoplasmatico,
aumentando a concentracdo de calcio intracelular e sinalizando para apoptose em
timocitos (KASS; ORRENIUS, 1999).

Com o0 aumento da preocupacédo publica sobre possiveis efeitos perigosos para a
saude humana resultante da exposi¢do ao TBT, o consumo de alimentos de origem
marinha tem sido descrita como uma importante via de contaminacdo (AZENHA,;
VASCONCELOS, 2002; CHIEN et al., 2002; FORSYTH; JAY, 1997). Produtos
pesqueiros marinhos podem conter altas concentracdes de TBT e diferentes dietas
podem resultar em diferentes quantidades presentes nos tecidos e sangue humano
(LO et al., 2003). Entretanto, evidéncias sobre tais fontes de exposi¢cdo ao TBT ainda

sdo limitadas.

Mesmo em paises com altos indices de consumo de alimento de origem marinha, ha

poucos dados sobre os niveis de COE’s nesses alimentos. (SANTOS et al., 2009).
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Assim, o risco para a saude humana tem sido baseado em estudos imunoldgicos
com animais experimentais e na dieta humana estimada de alimentos contaminados
com TBT (ANTIZAR-LADISLAO, 2008).

2.5 LEGISLACAO

A demanda crescente da utilizacdo das tintas anti-incrustantes levou a contaminacgao
por esses compostos ser tratada como problema global (ELLIS; PATTISINA, 1990),
levando a restricdes da utilizagdo de agentes anti-incrustantes em embarcacgdes em
uma série de paises (FOLSVIK et al.,1998).

Frente ao caso de reducéo na producédo de C. gigas, promovido pelo efeito toxico
dos anti-foulings, o governo francés foi o primeiro pais a instituir legislacdo para
proibicdo da aplicacdo das tintas a base de TBT por um periodo experimental inicial
de trés meses (MICHEL; AVERTY, 1999; ALZIEU, 2000, 1986; CHAMP, 2000;
YEBRA,; KILL, DAM-JOHANSEN, 2004). Em janeiro de 1982 o regulamento coibiu 0
uso de tintas contendo mais de 3% de TBT para embarcacdes com menos de 25
metros de comprimento que trafegavam as regides da Costa do Atlantico e
posteriormente, em setembro do mesmo ano, o banimento foi estendido para toda a
costa francesa. (WHO, 1990).

A Organizacdo mundial da saude (WHO) evidencia o surgimento de legislacfes
guanto a utilizacdo de tintas a base de TBT para o Japdo e Australia; sendo o
regulamento adotado pelo governo japonés em dezembro de 1979, a partir da
suspensao da utilizacdo de compostos de tributilestanho de determinados produtos
téxteis para uso doméstico, e na Australia, as medidas de controle sobre o uso de
tintas a base de TBT tintas foram introduzidos barcos com um casco de
comprimento inferior a 25 metros, e para embarcacdes maiores que promovessem
taxa de lixiviagdo de 5.0 ng/cm? por dia. Proibigdes subsequentes, em 1989, foram
aderidas pelo Canada, Nova Zelandia e Australia, e pela legislacdo européia em
1991 (Evans, 2000).

Em Portugal, a restricdo do uso de tintas a base de TBT para pequenas
embarcacdes foi adotada em 1993, entretanto, em funcdo do uso ndo contemplar

embarcac¢des maiores, 0 uso continuo dos compostos de TBT em grandes navios
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causou problemas comerciais em portos comerciais e pesqueiros do Rio de Avieiro
(BARROSO et al., 2000).

A partir de 1988, com os problemas causados pelas tintas anti-incrustantes, a IMO
(International Maritime Organization) formou uma equipe técnica para pesquisar 0S
efeitos das tintas anti-fouling sobre a saude ambiental e humana, que formou
pareceres que posteriormente levaram a ado¢cdo da Resolucdo A.895 (21), em
novembro de 1999 pela IMO, que recomendava a adocdo de medidas que
propusessem limites para o uso indiscriminado dos COE’s a base de TBT (BRASIL,
2007).

Em 2001, a IMO aprovou a Convencéo de Sistemas (AFS) que prop6s o banimento
global a aplicacéo de anti-incrustantes a base de TBT a partir de janeiro de 2003, e
foi efetivamente adotada em janeiro de 2008 (BRASIL, 2007).

Em 2005, foi aprovada pelo Ministério do Meio Ambiente a Resolucdo CONAMA
357/05, que estabeleceu os valores maximos permitidos para os contaminantes para
agua doce (2ug/L TBT), salina,( 0,01ug/L TBT) e para aguas salobras, (0,010ug/L
TBT). Porém, apenas em 2008 foi decretado pela IMO o banimento permanente do
uso de tintas com COE’s em navios (SANTOS et al., 2011). Varios anos ap0s o
banimento, ainda € possivel encontrar niveis altos de TBT presentes no sedimento e
em organismos tanto de meiofauna quanto da macrofauna (DOWSON et al., 1994;
KO et al., 1995; DAHLLOF et al., 2001; ANTIZAR-LADISLAO, 2008; COSTA, 2012).

Existe legislacdo aplicada em alguns paises para regular o uso de biocidas em tintas
anti-foulings, como o Diuron e o Irgarol 1051, devido as suas propriedades toxicas
serem significativas mesmo quando presentes em baixas concentracfes, e em
funcao da elevada persisténcia no ambiente (DAFFORN; LEWIS; JOHNSTON, 2011;
CRESSWELL, 2006) O Diuron teve sua aplicacdo proibida em tintas anti-fouling na
Australia, o Irgarol 1051 ndo € permitido na Holanda (BANNINK, 2004) e ambos
foram banidos na Dinamarca (DEPA, 2008).

2.6 ESCALAS DE QUANTIFICACAO DE IMPOSEX

Uma das espécies até hoje mais estudadas para o imposex € Nucella lapillus

(Linnaues, 1758), por ser uma das espécies mais sensiveis a bioindicacdo de
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poluicdo por TBT (TITLEY-O’NEAL; MUNKITTRICK; MACDONALD, 2011). Para
esses animais, Fernandez e outros (2002), Gibbs e outros (1987) e Oehlmann e
outros (1991) descreveram o desenvolvimento do imposex em seis estagios. Para
Gibbs e outros (1987) o desenvolvimento do vaso deferente (VD) se da no estégio 1
sem que haja a formacdo do pénis propriamente dito, pois este sé aparece a partir
do estagio Il. A partir do estagio Ill o VD ja atinge metade do seu desenvolvimento,
que é completado no estagio IV. No estagio V, a fémea imposexada apresenta a
papila genital obstruida e no estagio VI, a glandula da capsula esta repleta de
capsulas ovigeras (Figura 4).

Figura 4 - Escala VDSI proposto por Gibbs e outros (1987) para a espécie N. lapillus.

td: tentaculo direito; vd: vaso deferente; pg: papila genital; gc: glandula da capsula;
p: papila; r: reto; ca: capsulas ovigeras
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Fonte: Adaptado de Gibbs et al., 1987.

Stroben e outros (1995) criou um indice que leva em consideracéo rotas alternativas
de surgimento de pénis e vaso deferente para as espécies Trivia arctica, Trivia
monacha, N. lapillus, Ocenebra erinacea, Hinia incrassata e Hinia reticulata (Figura
5)
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Fernandez e outros (2002) propds uma nova escala de quantificacdo para
Stramonita haemastoma, em que o estagio 0 € atribuido a fémeas normais. O
estagio | inclui fémeas apresentando uma pequena protuberancia ou pré-pénis atras
do tentaculo direito. No estagio Il, um pequeno pénis € visivel. No estagio lll, o pénis
€ um pouco maior e um vaso deferente incompleto pode ser observado no teto da
cavidade palial. No estagio IV, o vaso deferente estd completo, e o pénis da fémea
atinge um tamanho maior do que metade do tamanho médio do macho. O estagio V
€ caracterizado pela vulva bloqueada e o estagio VI, pela presenca de uma massa

de ovos na glandula da capsula.

Figura 5 - Desenvolvimento de imposex. Ac: capsulas abortadas; cg: glandula da
capsula; gp: papila genital; obc: bursa copulatrix aberta; ocg: glandula da capsula
aberta; ocv: oclusdo da vulva; p: pénis; pd: ducto penial; pr: prostata; te: tentaculo;
vd: vaso deferente; vpd: passagem do vaso deferente pela glandula da capsula; vds:
seccao do vaso deferente.
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Fonte: Stroben et al. (1992).
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Como forma de comparacéo, foram criados métodos para quantificar a intensidade
de imposex em populagbes a partir dos indices: Porcentagem de incidéncia de
imposex (1%), indice de sequéncia do vaso deferente (VDSI), indice de comprimento
relativo do pénis (RPLI) e indice de tamanho relativo do pénis (RPSI). O VDSI
demonstra a evolu¢do do canal do vaso deferente na fémea é calculado como valor
médio de estagios de imposex em uma amostra. O VDSI é o parametro biolégico
mais significativo, pois ele estima a extensdo de uma eventual reducdo da
capacidade de reproducdo de fémeas em uma dada populacdo analisada
(BARROSO et al., 2000; OEHLMANN et al., 1996).

Outros indices séo utilizados para estimar o grau de comprometimento de uma
populacdo ou area pelo TBT. A porcentagem de incidéncia de imposex (%l) ou a
porcentagem de fémeas afetadas e os indices RPLI (indice de comprimento relativo
do pénis) e RPSI (indice de tamanho relativo do pénis), que relacionam o tamanho
do pénis de macho e fémea (GIBBS et al., 1987; GIBBS; BRYAN, 1986; MINCHIN
et al., 1997; OEHLMANN et al., 1991).

Gibbs & Bryan (1987) propuseram o RPSI, que é obtido pela férmula:
(media do comprimento dos pénis das fémeas)3

RPSI = — X 100
(média do comprimento dos pénis dos machos)”

Posteriormente, foi elaborado um indice que é mais aplicado para espécies com
pénis naturalmente mais delgado e para areas menos impactadas, o RPLI, obtido

através da aplicacao da seguinte férmula:

(média do comprimento dos pénis das fémeas)
RPLI = X100
(média do comprimento dos pénis dos machos)

2.7 A IMPORTANCIA DA APLICACAO DE INVERTEBRADOS EM PROGRAMAS
DE BIOMONITORAMENTO

O monitoramento € a realizacdo de processos de observacdes sistematicas de fins

de um ou mais fatores indicadores de problemas especificos, realizado a fim de se
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obter informagcdes sobre caracteristicas no tempo e espaco sobre determinado
objeto, permitindo identificar condicbes as existentes e sua variacdo num dado
periodo de tempo (TOMMASI, 1977; BAPTISTA, 2008).

Os organismos vivos sdo muitas vezes excelentes indicadores qualitativos e
guantitativos de poluicdo ambiental, e por estarem continuamente expostos,
funcionam como monitores de longa duracéo, refletindo modificagbes ambientais
que outros métodos de analise muitas vezes ndo indicam (TOMMASI, 1977; TITLEY -
O’'NEAL; MUNKITTRICK; MACDONALD, 2011).

O estudo dos indicadores biologicos é frequentemente considerada uma valiosa
ferramenta que aliada a processos fisicos e quimicos e estudos ecolégicos e fisio-
ecoldgicos, permite obter-se compreenséo a respeito dos impactos poluidores sobre
um dado ambiente natural. (TOMMASI, 1977; MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008;
HARA et al., 2009). O monitoramento ecotoxicologico dos ambientes aquaticos pode
ser promovido com o auxilio de moluscos em funcdo de serem organismos bem
distribuidos regionalmente, terem elevada visibilidade, importadncia econdomica e
ecoldégica e serem passiveis de se trabalhar com estagios historicos, por alguns
terem habito de vida séssil (TITLEY-O’'NEAL; MUNKITTRICK; MACDONALD, 2011).

Quanto a contaminacdo por compostos organoestanicos, os moluscos sao os
animais invertebrados mais sensiveis aos efeitos negativos do TBT (BRYAN; GIBBS,
1991). Varios indices para quantificagdo de imposex foram desenvolvidos no intuito
de se utilizar esse fenbmeno como marcador da contaminacdo por organoestanicos;
a partir de monitoramentos utilizando o imposex, a relacdo causal/efeito entre a
contaminagcdo por organoestanicos e o0 desenvolvimento de caracteres
masculinizadores em fémeas foi claramente evidenciada, e demarcada a alta
especificidade para decorréncia da alteracdo hormonal desencadeadora da
sindrome na presenca desses compostos (GIBBS; BRYAN, 1987; SANTILLO et al.,
2001).

2.8 ESTRATEGIAS DE MONITORAMENTO NO AMBIENTE
O monitoramento de compostos organoestanicos no ambiente e seus impactos

podem ser avaliados segundo monitoramento de parametros biolégicos, que exibem

alteracbes causadas pelo contaminante em popula¢des, ou monitoramento quimico
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direto, via analise de agua, sedimento ou nos proprios organismos. Dentre estas, a
técnica mais utilizada € a de monitoramento bioldgico de avaliacdo de imposex
(EVANS et al., 1998, MATTHIESSEN; GIBBS, 1998). Segundo Evans e outros
(1998), esta frequéncia de uso pode estar associada as dificuldades que abarcam o
monitoramento quimico, que estao relacionadas ao custo elevado, a proximidade da
taxa de limite de deteccdo do TBT e sua presenca no espago, a possibilidade de
escape de andlise periodica, devido a sua liberacdo gradual, e a complexa

distribuicdo do TBT na coluna d’agua, influenciada por diversos fatores.

2.8.1 Monitoramento Bioldgico

As formas mais comuns de monitoramento da contaminacdo por COE’s sdo as
abordagens bioldgicas, utilizando imposex, balling e intersex, entretanto, a
possibilidade de realizar monitoramentos combinados séo capazes de reduzir as
chances de erro (EVANS et al., 1998; PEDRUZZI, 2009).

2.8.1.1 Teécnicas Bioindicadoras utilizando Balling

A perda de recrutamento, anomalias e deformacdes em Crassostrea gigas na Baia
de Archacon na década de 70 foi o primeiro registro do efeito contaminante do TBt
para essa espécie (ALZIEU, 2000, 1986). O balling foi descrito como sendo uma
perturbacdo na deposicdo de calcio nos bivalves supracitados, promovendo

alteracoes nas proteinas responsaveis pela calcificacdo da concha (ALZIEU, 1986).

2.8.1.2 Técnicas Bioindicadoras utilizando Imposex

O imposex (Figura 06) é a ferramenta mais utilizada em biensaios e compreende
pesquisas em regides distintas, usando distintos géneros como Cronia konkanensis,
na india (VISHUA; ANIL, 1999), Thais orbita, na Australia (FOALE, 1993), Thais e
Vasum tubunellis, na Indonésia (Evans et al., 1995) e Nucella lapillus na Alemanha
(OEHLMAN, 1998), Espanha (RUIZ et al., 1998) e Japdo (HORIGUSHI et al., 1994,
1995).
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Em geral, areas muito contaminadas por TBT exigem elevados indices de imposex
(1%) e todas as fémeas podem estar atingidas em maior ou menor grau (GIBBS et
al., 1994).

Devido o desenvolvimento de imposex ser espécie-especifico e a sensibilidade dos
organismos a esses compostos serem diferentes, nem todas as espécies sofrem o
mesmo grau de masculinizacdo (Figura 5) (STROBEN et al.,, 1995; GIBBS et al.,
1997), motivo pelo qual o imposex é considerado a resposta biolégica mais sensivel
a este contaminante, podendo ser utilizado como biomarcador para diferentes niveis
de contaminacédo (GIBBS; BRYAN,1994,1996).

Estudos sobre gastrépodes envolveram amplamente espécies do clado
Neogastropoda, grupo que aparentemente € mais sensivel a contaminacéo por TBT.
A correlagdo entre o declinio na abundéancia da biota e o aumento das
concentragcbes de TBT, fornece fortes evidéncias de que as alteracbes na
comunidade intertidal resultam da poluicdo por este contaminante (ROACH;
WILSON, 2009).

Figura 6 - Animais da espécie L. nassa. A) Fémea normal, B) Macho e C) Fémea
imposexada. GC: Glandula da capsula; v- vulva; P — Pénis; VD- Vaso deferente.

Fonte: Costa, 2009.

Existem varios mecanismos propostos para explicar essa disrupcdo enddécrina
(MATTHIENSSEN; GIBBS, 1998; HORIGUCHI et al., 1994), incluindo a inibicdo da
aromatase (SPOONER et al., 1991; BETTIN et al., 1996; SANTOS et al., 2005), a
inibicdo da excrecdo de testosterona (RONIS; MASON, 1996) e a disrup¢cao do
sistema neuroendécrino (FERAL; LAGALL, 1983).
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Estudos que utilizam organismos nativos geralmente possuem em sua metodologia
o sacrificio de um numero amostral consideravel, como € o0 caso da analise
convencional de imposex, na qual chega-se a utilizar centenas de animais de uma
mesma populacdo, como ocorre em estudos realizados na Europa (CASTRO et al.,
2007), Africa (LEMGHICH; BENAJIBA, 2007) e América Central (GRAVEL et al.,
2006). Visando reduzir o numero de animais sacrificados durante esses estudos,
Vasconcelos e outros (2006) e Fernandez e outros (2007) desenvolveram
metodologias ndo destrutivas que permitem avaliar os niveis de contaminacao,

poupando assim muitos animais.

Alguns estudos tém utilizado a histologia como meio para analisar 0os impactos
causados pelo TBT em espécies de gastropodes, como Oehlmann e outros (1992)
com Ocenebra erinacea (Linnaeus, 1758), Oehlmann e outros (1996) para
Ocinebrina aciculata (Lamarck, 1822) e Shi e outros (2005) para Thais clavigera
(Kuster, 1858), Cantharus cecillei (Philippi, 1848) e Babylonia areolata (Link, 1807).

2.8.1.3 Técnicas Bioindicadoras utilizando Intersex

O intersex consiste em uma transformacao gradual do sistema reprodutivo feminino
caracterizada por uma perturbacdo no sexo fenotipico, mudancas entre as gbnadas
e o trato genital e transformacdo do oviduto palial em uma proéstata nao- funcional
(BAUER et al., 1995;0EHLMANN et al., 1998; VAN DEN BROECK et al., 2009).

Bauer et al. (1995) descreveu esse hermafroditismo para Littorina Littorea (Linnaues,
1758), espécie sentinela para TBT. Nesta, a intersexualidade ocorre em areas cuja
contaminacéo é superior a 15ng TBTL™ e apenas pode ser induzido na fase juvenil e
em fémeas imaturas sexualmente, diferentemente de outras espécies (BAUER et al.,
1997).

Essa analise é vantajosa, pois pode ser realizada em areas com maiores niveis de
poluicdo e utilizada quando outros gastropodes indicadores estdo ausentes
(OEHLMANN et al., 1998).

Os diferentes estagios do intersex foram descritas por (BAUER et al, 1995, 1997;
OEHLMANN et al., 1998) e podem ser enumerados de 0 a 4. No estagio 0 a fémea

encontra-se normal, sem indicios de intersexualidade. No estadgio 1 a abertura
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genital feminina € aumentada por uma fenda proximal e a bursa copulatrix é dividido
ventralmente. No estdgio 2 ocorre a divisdo da por¢do ventral do oviduto palial,
expondo os lobos internos. Isso deve ser interpretado como uma caracteristica do
sexo masculino, pois a préstata nos machos caracteriza-se por um sulco aberto.
Quando atinge-se o estdgio 3, as glandulas do oviduto palial sdo totalmente ou em
parte suplantada por uma glandula prostatica. Ao final do quarto estagio, finalmente,
0 pénis e o sulco seminal sdo formados e as fémeas neste estado ndo apresentaram

espermiogénese.

Ainda segundo Bauer e outros (1995), dos estagios 2 ao 4, ha ma formacédo
morfolégica do oviduto, que inibe a formacédo da capsula e a cépula bem sucedida,
levando a esterilizacdo das fémeas.

O principal parametro para a quantificacéo das intensidades da intersexualidade em
populacdes é o indice de intersex (ISI) calculado como o valor médio de estagios

intersex, em uma amostra, proposto por Bauer e outros (1995).

Em razédo das semelhancas de desenvolvimento dos dois disturbios, comparacdes
entre eles podem ser feitas. A constatacdo de que o desenvolvimento de ambos séo
respostas gradativas, dependentes do nivel de exposicdo ao TBT e que, por
conseguinte, sdo formas de estimar os niveis locais de contaminacédo, sdo exemplos
destes estudos comparativos (BARROSO et al., 2000).

Por outro lado, uma diferenca basica ocorre entre as duas sindromes. No imposex
todo o sistema genital feminino € conservado, mas sobreposto por parte dos 6rgaos
masculinos, dai seu nome: imposicao sexual. JA no intersex, 0s Orgdos paliais
femininos sdo modificados e suplantados por estruturas morfoldégicas masculinas
correspondentes (BAUER et al., 1995; OEHLMANN et al., 1998; SUNDERMANN et
al., 1998).

2.8.2 Monitoramento Quimico
As analises combinadas de compostos organoestanicos em tecidos animais, agua e

sedimento os revela como sendo inquestionaveis causadores de imposex (EVANS
et al., 2000).



50

2.8.2.1 Técnicas Bioindicadoras utilizando Agua

O primeiro material a receber a influéncia dos anti-foulings € a agua e
posteriormente o material particulado (LANGSTON; POPE, 1995). Os processos
fisicos de massas de agua promovem a dispersédo dos poluentes organoestanicos a
partir das &areas fonte gerando gradientes de concentracdo, mas ndo tdo somente
estes fatores s@o responsaveis por tal distribuicdo ao longo da matriz da agua
(FERNANDEZ, 2001). Fernandez (2001) afirma que fen6menos como variagdo na
estacdo anual, variacbes de maré, alteracdes no regime de chuvas, no nimero de
embarcacdes, instalacdes de estaleiros, piers, marinas e processos de dragagem de
portos e canais podem alterar significativamente a concentragcdo de contaminantes
na agua, em funcao do seu carater dinamico.

A luminosidade é o fator ambiental que afeta diretamente a disponibilidade de TBT
ao longo da coluna d’agua, e os trabalhos de campo e laboratoriais demonstraram
gue esta via de degradacao possibilita a formacdo de derivados de TBT, como o
dibutil-estanho (FERNANDEZ, 2001). A fotodegradacao por luz ultravioleta tem em
geral tem comprimento de onda de 290 nm e energia de 300 kJ/mol, ao passo que a
energia necessaria para quebrar a ligacao carbono-estanho é 190-220kJ/mol (WHO,
1990).

Maguire e outros (1983) propds que a fotdlise sob condi¢cdes de luz natural em agua
destilada é limitada, registrando meia-vida de TBT até 89 dias de execucdo de
experimento, e sob condicbes experimentais de forte luz (300nm), a degradacao
ultravioleta reduziu a meia-vida do TBT para 1,1 dias (WHO, 1990).

A realizacdo de monitoramento biolégico via analise de agua enfrenta poucos
problemas em termo de matriz, entretanto, as maiores preocupacfes sao referentes
ao limite de deteccdo do contaminante para a analise e a representatividade da
amostragem, visto que € necessario um grande nimero de amostras para se obter
informacBes precisas a respeito da variabilidade temporal e espacial das
concentracfes (FERNANDEZ, 2001).
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2.8.2.2 Técnicas Bioindicadoras utilizando Sedimento

Uma vez liberados na agua, os COE’s passam para a fase particulada e séo
adsorvidos nos sedimentos (LANGSTON; POPE, 1995). Em geral, animais expostos
a contaminagdo em sedimento desenvolvem efeitos mais rapidos que animais
expostos a 4gua (BARTLETT et al., 2004) em funcéo do potencial de concentracao.
A acumulacdo no sedimento fornece informacgdes histéricas sobre os poluentes e
suas intensidades, a partir da sua distribuicdo vertical, e em se tratando de dados
atuais, quando as taxas de sedimentacdo sao conhecidas, as variacdes na
deposicao do poluente pode ser estimada (FORSTNER; SALOMONS, 1984).

A disponibilidade de matéria organica é o principal agente controlador do acumulo
de compostos organoestanicos nos sedimentos, e em funcdo da complexidade
elevada das porcdes sedimentares, as andlises desse compartimento tendem a
sofrer maiores variacbes e interferéncias que as andlises de &agua, nao
recomendando diminuicdo excessiva no numero de amostras requerido para
caracterizar o compartimento (LANGSTON; POPE, 1995)

2.8.2.3 Técnicas Bioindicadoras utilizando Material Biolégico

Como compartimento, a biota oferece fatores de bioacumulacdo muito altos,
tornando-se conveniente utiliza-la principalmente quando ha variacdo de tempo,
visto que as concentracdes dos compostos organoestanicos na agua sao variaveis e
funcionam como integrador das concentracfes ao longo do tempo (FERNANDEZ,
2001)

As concentracbes de COE’s medidas nos organismos mostram relagdes simples
com as concentragcdes medidas na agua, no sedimento e tem relacdo com a
distancia para as fontes poluidoras (BURT; EBELL, 1995; KAN- ATIREKLAP et al.,
1997), e por isso sao indicadas para realizacdo de andlises combinadas, com
associacdo quimicas e fisicas para provar as relacbes causa efeito (AUSTEN;
MCEVOY, 1997; GIBBS; BRYAN, 1994)

O desafio em se fazer desta uma técnica confidvel, se encontra na obtencédo de
ferramentas bioldgicas que respondam as contaminacfes de forma a produzir

resultados concordantes entre o método quimico (FERNANDES, 2001).
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3 METODOLOGIA

O presente trabalho aderiu a técnica de monitoramento biolégico de avaliacdo de
imposex, utilizando-se exemplares de Leucozonia nassa para aferir impactos e

alteragbes decorrentes da indugédo laboratorial de contaminacéo por TBT.

3.1 AREA DE ESTUDO

Para esse trabalho foram utilizados 3 estacbes de amostragens ao litoral centro
norte do Estado do Espirito Santo para coleta de espécimes de Leucozonia nassa:
Praia de Jacaraipe (Ponto 1), localizada entre as coordenadas 20° 06' 39" S 40° 10'
20" W, Praia Santa Cruz (Ponto 2) nas coordenadas: 19° 58' 22" S 40° 08" 17" W) e
Praia de Coqueiral (Ponto 3) entre as coordenadas 19° 57' 09" S 40° 09" 16" W,
sendo o Ponto 1 localizado no municipio de Serra, a aproximadamente 25 Km da
capital, e os pontos 2 e 3 , no municipio de Aracruz, distante 65 km da capital do
Espirito Santo, Brasil (Figura 7).

Os substratos de até 200 metros de largura presentes nessas estacbes de
amostragem que ficam expostos durante a maré baixa de sizigia pertencem aos
terracos de abrasdo marinha do Grupo Barreiras (ALBINO, 2001). As praias sao
caracterizadas pela presenca de couracas lateriticas recobertas predominantemente
por biota bentbnica rica em algas e corais, dispostas ao longo da zona de
arrebentacédo, e que sao responsaveis pelo desenvolvimento dos recortes litoraneos
e de pequenas enseadas (OLIVEIRA, 1995). A alta produtividade biolégica e
transferéncia de energia sdo caracteristicas deste substrato litoraneo, que
destacando-o como uma fonte de producdo primaria capaz de criar condicbes
favoraveis ao crescimento e reproducdo de organismos de diversos taxons
(MASUNARI; FORNERIS, 1981).

As 3 areas de amostragens acham-se fora da zona de influéncia direta de industrias e
portos. Estudos preliminares realizados por Costa (2012) demonstraram auséncia de
individuos contaminados nas Praias Santa Cruz, de Jacaraipe e Coqueiral,
caracterizando-as como sendo areas amostrais controle, livres de contaminag¢do por
TBT.
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Figura 7 - Localizagdo das estacdes de amostragem ao longo do litoral centro-norte
do Espirito Santo. (1) Praia de Jacaraipe. (2) Praia de Santa Cruz. (3) Praia de

Coqueiral.
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Fonte: Adaptado de COSTA, 2012.

Os dados levantados pelo Centro Tecnoldgico de Hidraulica da Universidade de Séo
Paulo (CTH/USP) revelam que os ventos de maior frequéncia e intensidade advém do
noroeste e sudoeste. “Os ventos do noroeste sopram durante a maior parte do ano,

enquanto os do sudoeste tem relacdo com as frentes frias que chegam
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periodicamente a costa do Estado”. Para a regido da Praia de Coqueiral, destaca-se,
a existéncia do Rio Piraqué Acu, que oferece volumoso aporte sedimentar, que
associado a presenca dos terracos de abrasdo da plataforma continental e baixa
hidrodindmica, refletem em caracteristicas dissipativas ou intermediarias para a praia.
Para esse ambiente, 0 processo erosivo € intensificado nos trechos dos terracos de
abrasédo, que recebem acdo de ondas convergentes e resultam em aumento da
energia praial (ALBINO, 2001).

Os dados sobre temperatura da agua do mar, altura e periodo das ondas obtidas
pelo INPH (Instituto Nacional de Pesquisas Hidroviarias) entre marco de 1979 a
setembro de 1980 descrevem que a altura das ondas para o litoral capixaba néo
ultrapassam 1,5 metro e tem periodo frequente oscilando entre 5 e 11,5 segundos,
caracterizando-o como micromaré, e que a superficie da agua do mar sofre pouca

variagao entre inverno e verdo, em torno de 27 a 30°C (ALBINO, 2001).

3.2 ESCOLHA E DESCRICAO DA ESPECIE

Leucozonia. nassa (Gmelin, 1791) (Figura 8) mostrou ser uma boa espécie
bioindicadora da poluicdo por TBT na costa do Espirito Santo por apresentar-se
altamente sensivel a exposicdo crbnica por esse poluente, registrando elevados
indices de imposex em fémeas e anomalias em pénis de machos, principalmente em
regides préoximas a portos e marinas. Tal fator, associado a facilidade de coleta de
exemplares, a presenca de grandes populacdes e sua ampla distribuicdo ao longo
do litoral brasileiro, a selecionam como uma possivel espécie sentinela para a
presenca desses compostos, podendo ser adotada em programas de
biomonitoramento em outras regides (PEDRUZI, 2009; COSTA, 2012).

L. nassa é um neogastropode representante da familia Fasciolariidae. Esta familia é
habitante de praias rasas tropicais, e ocupa zonas entre marés, seus representantes
sdo carnivoros, usualmente predadores de outros gastropodes como Cymatium
atratum, bivalves, como Perna perna, poliquetas, ostras e cracas. (MATTHEWS et
al., 1989; RIOS, 1994; TAYLOR,J; MORRIS; TAYLOR, C., 1980).
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Figura 8 - Exemplar de Leucozonia nassa

wo |

Fonte: Arquivo proprio. (2013)

O género Leucozonia (Gray, 1847) é representado no Brasil por Leucozonia nassa
(Gmelin, 1791), L. Ocellata (Gmelin, 1791) e L. ponderosa (VERMEIJ; SNYDER,
1998). Leucozonia ponderosa é endémica da Ilha da Trindade, no Espirito Santo,
enquanto que Leucozonia nassa e L. ocellata sdo mais amplamente distribuidas
sobre a plataforma continental do Brasil (VERMEIJ; SNYDER, 1998, 2002).

Leucozonia nassa tem ocorréncia descrita em estados do "Ceard, Rio Grande do
Norte, Alagoas, Bahia, Rio de Janeiro e Santa Catarina [...]” (THOME, 2010, p. 127;
RIOS, 1994, p. 1053) bem como [...] nas “ilhas oceanicas brasileiras de Trindade,
Atol das Rocas e Fernando de Noronha” (THOME, 2010, p. 127; RIOS 1994, p.
1053; MATTHEWS et al., 1889, p. 362; VERMEIJ; SNYDER, 2002, p.27; COUTO;
PIMENTA, 2012, p. 104).

Alguns autores também descrevem a ocorréncia de Leucozonia nassa em regides
de paises como “Texas, Colémbia, Venezuela” (RIOS, 1994; THOME, 2010), assim

como:

Nos Estados Unidos, do Norte de Carolina até a Flérida; Ilhas Caribenhas
como Bahamas,costa norte de Cuba, costa sul de Hispaniola e Jamaica;
leste do Caribe a partir de porto Rico, Trinidad e Barbados; estados
mexicanos como Veracruz, Campeche, e regido ocidental de Quintana Roo
(VERMEIJ; SNYDER, 2002, p. 27; COUTO; PIMENTA, 2012, p. 104)

Leucozonia nassa apresenta como caracteristicas anatbmicas externas principais:
tamanho da concha de aproximadamente 69 mm com aparéncia ovalada e fusiforme

e coloragcdo marrom alaranjado a marrom escuro, dotada de abertura de formato
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ovoide, nddulos bem marcados a ndo muito acentuados no ombro, labio columelar
com trés a quatro pregas proeminentes proximas a base, linha espiral clara
terminando no espinho do Iabio externo, pé pequeno, canal sifonal anterior curto,
canal posterior aberto, opérculo cérneo marrom escuro, manto fino e transparente, e
corpo de coloracdo rosada com manchas brancas (RIOS, 1994; MATTHEWS et al.,
1889; VERMEIJ; SNYDER, 2002).

Segundo Couto e Pimenta (2012, p. 108), as fémeas de Leucozonia nassa possuem
o sistema reprodutor constituido das seguintes caracteristicas:

As fémeas apresentam ovario de cor vermelho intenso, que ocupa todos os
espirais de massa visceral em torno do apice e todo o comprimento do
aparelho digestivo e da glandula digestiva; glandula de capsula grande com
padrdes distintos de cor e textura, que se abre por meio da abertura genital,
um pequeno recipiente seminal com uma superficie granular localizado
entre o albumen e a glandula da capsula; e uma estrutura sacular localizada
no dorso, anteriormente a abertura do gonéporo.

Os mesmos autores citados acima descreveram o sistema reprodutivo dos machos

de L. nassa, como sendo dotado de:

Testiculos com posicdo, formato e coloracdo semelhantes ao ovério, em
fémeas; vaso deferente [...] estreito e simples que corre ao longo da parede
ventral do rim, conectando-se com a préstata; préstata alongada, fina e
localizada ao longo do lado direito do teto da cavidade palial, proximo ao
reto [...]; pénis alongado, largo na base e sub-circular, que torna-se
abruptamente mais estreito na altura mediana, terminando em uma longa e
fina extenséo, remontando para o interior da cavidade palial.

3.3 COLETA DOS ESPECIMES

O presente estudo se iniciou com coletas de exemplares de Leucozonia nassa
promovidas em maio de 2013. As coletas foram realizadas manualmente ou com
auxilio de pincas, por exploracdo em substratos rochosos no infralitoral, durante a
maré baixa. Os animais foram acomodados em frascos plasticos contendo agua do
mar e encaminhados ao laboratério da Base Oceanografica da Universidade Federal

do Espirito Santo.

Por se tratarem de animais que ndo apresentam dimorfismo sexual aparente, 0s
organismos foram capturados indiscriminadamente, e a sexagem foi feita a partir da
narcose dos exemplares. Foram coletados 79 individuos nas praias de Jacaraipe e
Santa Cruz (Pontos 1 e 2) e 432 na Praia de Coqueiral (Ponto 3), totalizando 511
exemplares. Destes, 287 eram fémeas, e apenas estas foram submetidas a inducéo

laboratorial de imposex.
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Para a execucéo deste trabalho, foram analisados apenas exemplares fémeas de L.
nassa, de tamanho juvenil (de tamanho inferior a 40 mm de comprimento,
considerando a ponta da espira até a extremidade do canal sifonal) e adulto
(tamanho superior a 40 mm).

3.4 DETERMINACAO DA RAZAO SEXUAL

A razéo sexual foi determinada de acordo com Birchernough e outros (2002) a partir

da equacao:
N° de machos

N° de fémeas

Para os resultados obtidos desta expressdo, assumiu-se valores menores que 1
como sendo desvio na raz&o sexual para fémeas e valores maiores que 1, desvio

para machos.

Segundo Fernandez e outros (2007), o N amostral baixo e a desregulacdo enddcrina
séo fatores que podem exercer influéncias sobre a variabilidade nas razdes sexuais
de uma populacdo, uma vez que o N amostral baixo pode suprimir ou expandir a

variacao para determinado sexo nas razdées encontradas em campo.

3.5 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Para o seguinte trabalho, foram realizados procedimentos laboratoriais que
envolveram desde a narcose dos organismos, medidas morfométricas, aclimatacao,
manutencdo de aquarios, inducdo por agua contaminada, e remocado de conchas

dos exemplares de L. nassa.

3.5.1 Sexagem e medidas morfométricas

Os 511 espécimes de L. nassa foram imersos em uma solu¢do anestésica de
proporcdo 1:1 contendo Agua do mar + agua destilada e Cloreto de Magnésio
hexahidratado (MgCl,6H,0) 4%. O completo relaxamento dos exemplares,

demonstrada pela prostragdo do pé e auséncia de resposta ao toque ocorreu ao final
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de aproximadamente 30 minutos de exposi¢cdo ao anestésico, e 0s animais puderam
entdo ser sexados pelo procedimento de puxamento do opérculo (Figura 9A) até que
seja possivel a visualizacdo da entrada da cavidade palial, podendo constatar a
presencga ou auséncia do pénis e vaso deferente. Apos a andlise, foram realizadas
as medidas morfométricas da concha da ponta da espira até a extremidade do canal
sifonal dos animais fémeas, com auxilio de paquimetro manual Vonder (0,5 mm de
precisédo) (Figura 9B). Posteriormente as fémeas foram separadas pela classe de
tamanho, em juvenis (tamanho da concha inferior & 40 mm de comprimento) e
adultas (tamanho superior a 40 mm), e acomodas em aquarios, sob aeracéo
constante até a completa recuperacao da anestesia, quando voltam a se locomover
e se prendem firmemente a parede do aquario. Os exemplares machos que também
foram depositados em aquario, apos a recuperacdo do procedimento anestésico
foram devolvidos as mesmas areas onde foram coletados, e as fémeas, mantidas

em aquarios para aclimatacao.

Figura 9 - Processos iniciais de separacdao dos organismos quanto ao sexo e classe
de tamanho. A) Procedimento de puxamento do opérculo de Leucozonia nassa para
determinacao do sexo. B) Medidas morfométricas da concha.

Fonte: Arquivo proprio. (2013)
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3.5.2 Aclimatacéao

Apés a selecdo das fémeas, as mesmas passaram por um periodo de aclimatacéo
de duas semanas em laboratério sob condi¢6es controladas. As 287 fémeas foram
aleatoriamente distribuidas em 10 aquarios de plastico, com 20L de agua com
salinidade 32 *1 mantidos a uma temperatura de 25°+2, e expostos a um
fotoperiodo natural (12:12, claro:escuro). Os animais foram mantidos em aquarios
aerados (Figura 10) e receberam alimentacdo viva a base de Tegula viridula
(Gmelin, 1791) (Mollusca: Gastropoda: Trochidae), coletadas na Praia de Coqueiral

(Ponto 3), até o momento das analises.

Figura 10 — Aquarios utilizados no processo de inducéo laboratorial de imposex em
L. nassa no presente estudo.

Fonte: Arquivo proprio. (2013)

3.5.3 Utilizacédo do TBT

O contaminante apresentava-se em concentracao estoque de 96% e foi diluido em
alcool etilico a fim de se obter solucdo mae de 500 pg TBTL™. Duas vezes por
semana, a agua dos aquarios era renovada e recontaminada pela adicdo de 2 ml da
concentracdo mae de TBT em cada aquario (Figura 11), de maneia a se obter uma
concentracdo final de 5 pg de TBTLY.O tratamento estabelecido seguiu a

metodologia utilizada por Abidli e outros (2012).
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Os espécimes foram distribuidos em 10 aquarios, sendo 2 destes direcionados para
tratamento controle (concentracdo zero de TBT - agua ndo contaminada) e 0s
demais receberam agua contaminada por TBT & concentracéo de 5ug TBTL™.

Figura 11 — Procedimento de contaminacdo da 4gua dos aquérios a partir da adi¢do
de 2 ml de TBT da concentragéo mée.

3.5.4 Manutencao dos aquarios

Foi realizada a manutencdo dos aquarios 2 vezes por semana. Durante esse
processo, os exemplares mortos de Tegula viridula eram retirados dos aquarios e
descartados, e os exemplares de L. nassa, depositados em potes plasticos pra que
os aquarios fossem lavados. Finalizada essa etapa, os exemplares de L. hassa eram
novamente colocados nos aquarios com 20 litros de agua recontaminada, pela
adicdo da solucdo mae de TBT.

A 4gua utilizada nos aquarios foi obtida na Base Oceanografica da Universidade
Federal do Espirito Santo, sendo esta coletada na Praia de Coqueiral — Aracruz/ES

por meio de bomba de captacao, filtrada e exposta a radiacdo UV.
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3.5.5 Anestesia e remocao de conchas

Quinzenalmente, um grupo de 5 animais juvenis e 5 animais adultos eram
selecionados dos aquarios para serem analisados. Apé6s a narcotizacdo (Figura 12
A) as conchas foram quebradas com o auxilio de uma morsa (Figura 12B) e
removidas para realizar o estudo das partes moles (Figura 12C) e detectar possiveis
alteracbes morfoldgicas no sistema reprodutor. Esse processo foi repetido por 4
vezes, de forma que o Ultimo grupo tivesse sua analise completada ao final de 60
dias.

Figura 12 - Procedimentos prévios a analise de imposex. A) Imersao dos exemplares
de L. nassa em substancia anestésica para narcotizacao. B) Quebra da concha com
morsa para exibicdo das partes moles do animal. C) Animal desconchado para
diagnéstico de imposex

Fonte: Arquivo proprio. (2013)

3.5.6 Anélise de imposex

Foi realizada a abertura da cavidade palial dos exemplares com auxilio de bisturi e
as partes moles foram analisadas a partir de estereomicroscépio, para melhor

visualizacao dos caracteres (Figura 13A).

Para determinar os diferentes niveis de imposex foram utilizados os seguintes
indices: 1% (Percentagem de fémeas imposexadas), proposto por Gibbs e Bryan
(1987), VDSI (indice da sequéncia do vaso deferente) e a escala de seis estagios

proposta por Gibbs e Bryan (1994).
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Seguindo a metodologia utilizada por Pedruzzi et al. (2009), para verificar a condicéo
da vulva, se aberta ou fechada, foi utilizado um alfinete entomol6gico Nylon Heads
Papillon N° 00, o qual foi introduzido cuidadosamente no poro gonodal das fémeas
permitindo a melhor observacao da sua condicéo (Figura 13B) O pénis das fémeas
imposexadas foi medido com auxilio de paquimetro manual (Figura 13C).

As partes moles utilizadas para o estudo, apds as analises, foram conservadas em
alcool 70% e acham-se depositadas na colecdo malacolégica do Laboratério de
Malacologia da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

Figura 13 - Procedimentos de analise de imposex. A) Abertura da cavidade palial. B)

Insercdo de alfinete entomoldgico no poro gonodal. C) Realizacdo da medida do
comprimento do pénis de L. nassa

4 X

Fonte: Aruivo proprio. (2013)

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram testados quanto a normalidade (considerou-se a= 0,05) e
posteriormente, os valores do comprimento do pénis da fémea (CPF) foram
comparados entre o periodos de analise (15, 30, 45 e 60 dias), a maturacdo sexual
(juvenil e adulto) e a sequéncia de desenvolvimento do vaso deferente (VDSI) pelo
teste ndo paramétrico de Kruskal- Wallis, com significancia de 0,05, utilizando se o

software Statistic 8.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estédo dispostos os valores obtidos a partir do célculo de razdo sexual

e da aplicacéo dos indices de imposex, bem como suas respectivas discussoes.

Os resultados apresentados abaixo referem-se aos individuos de Leucozonia nassa
gue foram submetidos a tratamentos com agua contaminada por TBT. Os animais
coletados em area livre de contaminacado por COE’s e que receberam tratamento

controle ndo desenvolveram qualquer alteracdo no seu trato reprodutivo, como
esperado.

4.1 RAZAO SEXUAL

Nas areas controles foram coletados 511 animais, sendo 287 fémeas normais e 224
machos. A razéo sexual encontrada foi de 0,78 indicando desvio para fémeas, de
acordo com Bichernough e outros (2002), o qual prevé que valores menores que 1
indicam um desvio para fémeas em uma populacdo. Os valores encontrados para a

razao sexual de L. nassa estao apresentados no grafico 1.

Grafico 1 - Valores encontrados para a razao sexual em uma populacao de
Leucozonia nassa coletada em areas de referéncia.
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Fonte: Elaboragéo propria. (2013)

Em relacdo ao numero total de fémeas de Leucozonia nassa coletadas, 185 destas
eram juvenis e 102 adultas (Gréfico 2). A diferenca nos valores quanto a classe de

tamanho, com representacdo de n de adultos superior ao n de juvenis pode estar
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relacionado com a observagdo de posturas nas estagcd0es durante as coletas,
evidenciando a possibilidade de recolonizacdo da area por novos organismos da

espécie, de forma a contribuir para o estabelecimento da populagdo mais jovem.

Gréfico 2 — Diferengas no numero de fémeas de Leucozonia nassa coletadas em
relacdo a classe de tamanho.
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Fonte: Elaboracao prépria. (2013)

Em 2009, Pedruzzi e outros realizaram trabalhos referentes a determinacdo da
razdo sexual de L. nassa nos mesmos sitios de coleta do presente trabalho e
constataram que naturalmente, o numero de fémeas era maior que o de machos na
populacéao local, e por se tratar de uma zona livre de contaminagado por COE’s, as
fémeas ndo apresentavam indicios de desenvolvimento de caracteres masculinos.
Pedruzzi e outros registraram a razdo sexual de L. nassa para areas controle,
analisando 65 exemplares pelo método n&o destrutivo, e indicou a ocorréncia de 22

machos e 43 fémeas normais, atribuindo frequéncia M:F de 0,51.

No estudo desenvolvido por Pedruzzi e outros (2009), a maioria das estacdes
amostrais localizadas em porcbes proximas a fontes de atividades navais,
apresentaram um aumento no percentual de machos. Resultados semelhantes
foram apresentados por Gibbs e Bryan (1987) no Canada, e por Costa e outros
(2012) no litoral do Espirito Santo. Em 2009, Costa registrou razdo sexual de 0,52
para a Praia de Coqueiral, e posteriormente em 2012, para a mesma area e indice,
encontrou valor de 0,50 (COSTA, 2012). Para 2009 e 2012 os registros de razao

sexual evidenciaram desvio para fémeas, e um nimero reduzido de machos, quando
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comparado ao estudo realizado por Pedruzzi e outros (2009) para a mesma area

amostral supracitada.

No presente estudo verificou-se aumento significativo no nimero de exemplares
fémeas para as areas de estudo, quando comparado a resultados de Costa (2012)
para Coqueiral em 2007 e 2012, e Pedruzzi e outros (2009) para as praias de
Coqueiral, Santa Cruz e final da praia de Jacaraipe, tratadas aqui. Tal fator pode ser
atribuido a ndo separacéo e contabilidade individual dos organismos coletados em
cada uma das estacfes de amostragem, havendo possibilidade de um possivel
desnivel na populagdo para machos ou para fémeas de uma (ou mais) delas,

acarretar na alteracao dos resultados gerais das 3 areas.

E importante ter conhecimento a respeito da distribuicdo da razdo sexual dos
organismos, pois a partir dos registros precedentes associados ao desenvolvimento
de novos estudos sobre a populagcédo de L. nassa, pode- se obter um monitoramento
rapido a cerca da contaminacdo por COE’s em areas impactadas e controles e a

sobrevivéncia e distribuicdo da espécie para estes locais.

4.2 TAXA DE MORTALIDADE

Quanto a taxa de mortalidade dos individuos, houve queda no niumero de mortes ao
longo dos periodos de experimento, com ocorréncia de 110 animais mortos na
primeira quinzena, 60 na segunda e ndo mais sendo registradas mortes para o 3° e
4° periodos. A maior queda no nimero de representantes se deu para organismos
juvenis (Tabela 4), provavelmente em funcdo da maior sensibilidade que podem
apresentar a exposicdo ao contaminante. Pesquisadores que trabalham com
imposex em espécies como Buccinum undatum, Nucella lapillus e Hinia reticulata,
relatam a ocorréncia da sindrome em estagios de vida diferentes, atribuindo maior
sensibilidade aos juvenis por ndo possuirem aparelho reprodutor completo neste
estagio de vida, bem como, registram contaminacdo em fémeas sexualmente
maturas apenas quando expostas a concentracdes relativamente altas de TBT
(MENSINK et al; 2002; OEHLMANN, 1994; STROBEN, 1994). Para intersex, Bauer
e outros (1997) elucida que a contaminacdo por TBT sO seria viavel para fémeas

juvenis e sexualmente imaturas de Littoraria angulifera, em contraposicdo a
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resultados de Van den Brocek e outros (2009) apud in Costa (2012), que observou

fémeas adultas e imposexadas em locais severamente afetados por TBT.

Santos e outros (2005) relatou mortalidade de 7% para N. lapillus tratadas com TBT
a 50 ng TBT L ~*, como para tratamentos de grupos controle.As observacées de
Abidli e outros (2012) sugerem que o TBT concentrado a 5 e 50 ng TBT L "' n&o tem
efeitos nas taxas de mortalidade ap6s 2 meses de exposicao para H. trunculus e B.
brandaris. No presente estudo, a taxa de mortalidade de L. nassa foi bastante alta,
registrando 59,23%, com efeito reduzido a partir do 45° dia de inducdo.

Tabela 4 - Taxa de mortalidade dos exemplares de Leucozonia nassa ao
longo dos periodos de analise.

Periodo de Analise Tamanho Mortalidade
15 DIAS Juvenil 83
15 DIAS Adulto 27
30 DIAS Juvenil 41
30 DIAS Adulto 19
45 DIAS Juvenil
45 DIAS Adulto
60 DIAS Juvenil
60 DIAS Adulto
Total 170

Fonte: Elaboracéo propria. (2013)

Ao total, 117 individuos de L. nassa foram analisados, sendo 84 deles direcionados
para tratamento por contaminacdo de agua. Houve selecdo de 10 exemplares para
a maioria das analises quinzenais, com excecdo para o 45° e 60° dias, que tiveram
15 e 9 juvenis analisados, respectivamente. A variagdo para 0 numero de
exemplares entre as analises esta relacionada a sobrevivéncia dos organismos nos
aquarios. Considerando a taxa de mortalidade, ao 45° dia de experimento, restavam
15 animais juvenis para quantificacdo do imposex e demais parametros, e ao 60°,
restaram 10, sendo um deles macho. Por erro de sexagem inicial, este exemplar
manteve-se entre as fémeas nos aquarios e posteriormente, foi retirado da

contagem. O comprimento do pénis do macho em questédo nao foi mensurado.
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4.3 INDICE DE IMPOSEX E VDSI

Os dados atribuidos ao indice de imposex (1%), comprimento do pénis da fémea
(CPF) e sequéncia de desenvolvimento do vaso deferente (VDSI) dos 4 periodos de
analise dos animais adultos e juvenis de Leucozonia nassa estao apresentados na
tabela 5.

Tabela 5 - Classe de tamanho e quantificacdo de exemplares e valores de 1%, CPF,
VDSI para Leucozonia nassa analisados ao longo dos periodos de experimentacao.

1%: indices de imposex. CPF: comprimento do pénis da fémea. VDSI: Sequéncia de
desenvolvimento do vaso deferente.

Periodo de Tamanho Ne de 1% CPF VDSI
Analise exemplares (mm)
Analisados

15 DIAS Juvenil 10 30 0,11 3
15 DIAS Adulto 10 0 0 0
30 DIAS Juvenil 10 60 0,05 2
30 DIAS Adulto 10 50 0,05 2
45 DIAS Juvenil 15 27 1 3
45 DIAS Adulto 10 20 7,9 3
60 DIAS Juvenil 9 44,44 2,5 0,51
60 DIAS Adulto 10 0 0 0

Fonte: Elaboracgé&o propria. (2013)

A percentagem de imposex (1%) para fémeas adultas de Leucozonia nassa variou de
0 a 50%, enquanto que a média da sequéncia de desenvolvimento do vaso
deferente (VDSI) variou do estagio 0 a 3 ao longo dos 4 periodos de exposicdo a
agua contaminada. Os dados obtidos para 15 e 60 dias mostram a correlacéo entre
os valores 1% e os valores médios de VDSI, apresentados como 0 (Grafico 3),
evidenciando que as fémeas adultas analisadas nestes periodos quando néo
apresentavam pénis ou pré pénis, também nao apresentaram desenvolvimento de
VD. Em relacdo ao 1% de fémeas adultas, registrou-se aumento linear até os 45
dias, quando houve queda abrupta seguida de registro 0 de imposex para 0s
exemplares analisados ao periodo final do experimento. Para o 45° dia, observou-se
gueda no numero de fémeas imposexadas, entretanto o valor do VD foi o maior

registrado para adultas ao longo de todo procedimento.
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Gréfico 3 - Percentagem de imposex (1%) e valores médios de VDSI obtidos para
fémeas adultas de Leucozonia nassa em relagdo ao tempo de exposicdo ao
contaminante
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Fonte: Elaboracao propria. (2013)

Para organismos juvenis, a percentagem de imposex variou de 30 a 60%, e para o
VDSI obteve-se uma variacdo entre 0,51 e 3 (Grafico 4). O tratamento apresentou
duas etapas de queda para VDSI no 2° e 4° periodos de exposi¢cdo, com 0 menor
registro ao 60° dia. Quanto ao 1%, registrou-se o dobro de imposex para as fémeas
do 2° periodo, em relacdo ao primeiro, seguido da maior queda para este indice ao
longo de todo o tratamento ao 45° dia, observando ao final do 4° periodo, um
aumento para em torno de 40%. Ao inicio e ao 3° periodo de tratamento, observou-
se variacdo entre o 1% e o VDSI, evidenciando que as fémeas imposexadas
desenvolveram VD de estagio 3, o maior observado para todos os periodos de
tratamento com juvenis. A discrepancia nos valores de VDSI e 1% devem levar em
consideracdo, em se tratando de nivel de contaminacdo, principalmente o
desenvolvimento do VD, pois segundo Bauer e outros (1997) este parametro é mais
confiavel que o préprio 1%, uma vez que permite avaliar a porcentagem de
esterilidade das fémeas em funcdo da obstrucdo da vulva pelo desenvolvimento do

vaso.
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Gréfico 4 - Percentagem de imposex (1%) e valores médios de VDSI obtidos para
fémeas juvenis de Leucozonia nassa em relacdo ao tempo de exposicdo ao
contaminante
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Fonte: Elaboragao propria. (2013)

Para todo o experimento, os maiores valores de percentagem de imposex foram
encontrados ao 30° dia de inducéo, tanto para organismos juvenis quanto adultos,
determinando 1% de 60 e 50%, respectivamente. Quanto a taxa de imposex para o
experimento, constatou-se o valor médio de 40,27% para fémeas juvenis e 17,5%

para adultos (Grafico 5).

Com a diferenca entre os resultados de 1% para juvenis e adultos, reforca-se a
possibilidade de maior sensibilidade de individuos juvenis, corroborada também pelo
desenvolvimento do VD no estagio Il em dois periodos, e pela auséncia de valores
0 para ambos os parametros ao longo da pesquisa. O menor valor de 1% registrado
foi de 0% para adultos na analise de 15 dias, e tal unidade voltou a se repetir para a
mesma classe de tamanho ao 60° dia. Em funcdo do valor do indice de imposex ser
0% e as fémeas nado apresentarem pénis ou vaso deferente para serem
mensurados, pode-se afirmar que os exemplares adultos utilizados para estes

periodos (1° e 4° periodo de analises) nao foram afetados pela sindrome (Figura 14).
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Gréfico 5 — Média da percentagem de fémeas adultas e juvenis imposexadas ao final
do experimento
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Fonte: Elaboragao propria. (2013)

O conhecimento de organismos adultos ndo imposexados e sem desenvolvimento
de VD, quando submetidos ao tratamento com TBT por 60 dias pode ser
supostamente justificado pela maior resisténcia da populacdo ao contaminante. Se
trata apenas de uma suposicdo, pois 0 levantamento genotipico expresso em
caracteristicas resistentes para a populacdo quanto ao contaminante néo foi

estudada ao longo desta pesquisa.

Os valores de 1% para L. nassa obtidos no presente trabalho foram altos quando
comparados com os valores de Abidli e outros (2012) para Hexaplex trunculus e
Bolinus brandaris (Gastropoda: Muricidae), pois o0s testes estatisticos nao
conseguiram detectar um efeito significativo na proporcdo de fémeas imposexadas
para tratamento com 5pug TBTL™. O autor supracitado registrou aumento significativo
na intensidade do 1% para Hexaplex trunculus e Bolinus brandaris expostos a
tratamento de dois meses ao TBT a 50ug TBT L !, com obtencéo de indice de
imposex maior em H. trunculus, embora as diferencas entre as espécies nao fossem

significativas.

No trabalho de Abidli e outros (2012), a incidéncia de imposex aumentou em H.
trunculus e B. brandaris apos exposicdo ao TBT, entretanto, diferencas

estatisticamente significativas ndo foram registradas para maturidade de fémeas e
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machos em todos os tratamentos (5 e 50pg TBT L ! para 15, 30, 45 e 60 dias). Os
dados deste autor sdo corroborados por Ramén e Amor (2001), que detectou
fémeas de B. brandaris exibindo sinais de imposex e machos com anomalias nas

gbnodas, sem que a reproducao fosse prejudicada.

Em Nucella lapillus exposta & 50ng TBT L !, Santos e outros (2005) mostrou
elevacao do indice de imposex de 20 para 50% em 3 meses. Em Buccinum
undatum, Mensink e outros (2002) detectou aumento de imposex de O para 54%
ap6s 8 meses de exposicdo com 100 ng TBT L™ Essas observacfes indicam
Leucozonia nassa como uma espeécie altamente sensivel a contaminag@o por TBT,
por apresentar resultados em curto espaco de tempo, principalmente para
organismos juvenis.

Figura 14 — Exemplar adulto desconchado de Leucozonia nassa néo imposexado
analisado ao 60° dia do experimento. gc: glandula de capsula; v: vulva.

Fonte: Elaboragéo propria. (2013)

Os valores de VDSI e CPF tiveram sua normalidade testada em relacdo ao periodo
de tratamento, a idade dos exemplares e ao periodo x idade (Tabela 6). O gréfico 6

evidencia que houveram diferencas significativas a partir da correlagcdo do

desenvolvimento do VD com a idade dos exemplares.

Abidli e outros (2012) nao registrou efeito significativo do TBT com referéncia a
maturidade dos individuos de Hexaplex trunculus e Bolinus brandaris para 0s

tratamentos usando 5 e 50pug TBT L™*
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Tabela 6 - Resultados do teste de Kruskal-Walis utilizando o indice de VDSI e CPF
entre os periodos de analise e a idade de Leucozonia nassa. p: probabilidade
associada ao valor do teste.

Variavel Fonte de Variagdo Grau de Valor do teste p
Liberdade
Periodo 3 >0,05
VDSl Idade 1 4,73 0,02
Periodo 3 10,62 0,01
CPF Idade 1 >0,05

Fonte: Elaborac&o propria. (2013)

Gréfico 6 — Valores médios (+ desvio padréo) do desenvolvimento do vaso deferente
(VDSIl) em relacdo ao estadgio de vida (juvenil e adulto) dos espécimes de
Leucozonia nassa (p=0,02)
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Fonte: Elaboragédo propria. (2013)

Os periodos em que se obtiveram maiores valores para VDSI foram 15 e 45 dias, e
para CFP, 45 e 60 dias, entretanto, o tratamento estatistico evidenciou que quanto
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ao desenvolvimento do VD, os periodos de andlise de 15, 30, 45 e 60 dias ndo
apresentaram diferenca significativa entre si (p>0,05) (Gréfico 7)

Gréfico 7 — Valores médios (+ Desvio Padrdo) para desenvolvimento de vaso
deferente em fémea imposexada de Leucozonia nassa em relacdo aos periodos de
analise de contaminacdo.
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Fonte: Elaboracao propria. (2013)

4.4 COMPRIMENTO DO PENIS

Em relacdo ao comprimento do pénis das fémeas (CPF) adultas imposexadas de
Leucozonia nassa, as médias dos valores oscilaram entre 0 e 7,9 mm, com
apresentacdo do maior valor na terceira analise (45 dias), enquanto que para as
fémeas juvenis ocorreu variacdo entre 0,05 e 2,5 mm, com o maior valor ao 60° dia

do experimento (Tabela 01).

Tal discrepancia entre os valores obtidos do CPF de fémeas adultas aos 45 dias em
relacdo aos demais periodos de andlise pode ser justificada pelo registro de uma
fémea imposexada com pénis de 13,4 mm de comprimento (Figura 15). Inicialmente,
por se tratar de um organismo com pénis muito grande, julgou-se que o exemplar
seria um macho, mas apds a abertura da cavidade palial, pode-se verificar a
presenca de glandula de capsula, receptaculo seminal e do vestibulo, estruturas

determinantes para sua classificagdo como fémea.
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Figura 15- Exemplar adulto imposexado de Leucozonia nassa com pénis de 14,3
mm e VD estagio 3 analisado ao 45° dia de experimento. gc: Glandula de capsula; v:
Vulva; vd: Vaso deferente; p: Pénis

Fonte: Elaboragéo propria. (2013)

Para o comprimento do pénis das fémeas imposexadas em relacdo as classes de
tamanho, o teste estatistico verificou que nao ocorreram diferencas significativas em

funcao da sobreposicao parcial dos boxplot (Grafico 8).

No grafico 9 nota-se que ndo ha sobreposicdo dos boxes, evidenciando o de fato a
diferenca significativa atribuida ao comprimento do pénis das fémeas em relagcéo
aos periodos de andlise. Quanto ao CPF, nota-se diferenca expressiva do desvio
padrao do 45° dia entre os demais periodos de analise. Tal diferenca foi gerada pela
fémea com comprimento de pénis 14,3mm (outlayer) que trouxe o desvio padréo
para cima. O CPF ao 30° dia apresenta-se em uma faixa estreita devido aos
nameros muito parecidos entre as amostras, que ndo variaram tanto, terem feito com

gue o desvio padrdo ndo aumentasse muito.
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Gréfico 8 - Valores médios (+ Desvio Padrdo) para comprimento do pénis (mm) da
fémea imposexada de Leucozonia nassa em relagdo ao estagio de maturacao
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Fonte: Elaboragao propria. (2013)

Grafico 9 - Valores médios (+ Desvio Padréo) para comprimento do pénis (mm) das
fémeas imposexadas de Leucozonia nassa ao longo dos periodos de analise.
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Fonte: Elaboracéo prépria. (2013)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A ocorréncia de populacdes saudaveis em areas distantes de fontes pontuais de
contaminacdo demonstram a relacéo entre o desenvolvimento do imposex e uso de
anti-foulings a base de TBT. A continuidade no monitoramento podera inferir sobre a
utilizacdo de tintas a base de TBT e suas possiveis influéncias sobre regides

controle.

O presente trabalho fez uso de dados de monitoramentos passados para as areas
amostrais para fins de diagnostico ambiental da situacdo atual de contaminacao por
COE’s. A Praia de Jacaraipe, Santa Cruz e Coqueiral sdo referencias quanto a

auséncia de contaminagao por organoestanicos.

A regido de Aracruz, onde se coletou o maior nimero de exemplares para execugao
deste trabalho, possui um litoral relativamente pouco urbanizado até o momento,
entretanto, existe um projeto de instalacdo de um estaleiro de construcdo e
reparacdo naval para essa localidade, e tal servico prevé fortalecimento do polo
industrial do municipio, e aumento na populacdo. Com a chegada desse
empreendimento, destaca-se a necessidade de aplicacdo de planos de
gerenciamento costeiro e monitoramento ambiental, para que a ocupacao se dé de
forma ordenada e a qualidade ambiental do municipio ndo seja afetada

negativamente.

Para uma perfeita integracdo do homem com o meio, € indispensavel que o
desenvolvimento da relacdo se dé de maneira sustentavel, e em concordancia dos
interesses da populacdo com a manutencdo dos espacos, bem como, salientar a
importancia de se obter conhecimento dos processos naturais ao longo das areas
litordneas e o0s possiveis efeitos das atividades antrépicas sobre a comunidade

marinha que as habita.

Quanto a contaminacdo laboratorial por TBT, o0 presente estudo confirmou o
desenvolvimento de imposex em juvenis e adultos de Leucozonia nassa ap0s 2
meses de exposicdo ao contaminante, mostrando sensibilidade da espécie para
esse organoestanico. Em se tratando de maior sensibilidade, 0os organismos juvenis
foram mais afetados que os adultos pelo efeito da sindrome, confirmando a hipotese
alternativa, de nao haver diferengas significativamente importantes em relacdo ao

tempo de exposi¢do ao contaminante. Para se verificar maiores valores resultantes
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de interferéncias morfolégicas maiores, recomenda-se um tempo maior de duracao

do experimento, assim como Abidli e outros o fez em seu trabalho em 2012.
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