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RESUMO

Intersex € um bioindicador para TBT, usado em tintas anti-incrustantes aplicadas
nos cascos de navios e outras embarcacdes para evitar bioincrustacdo, e ocorre em
algumas espécies de gastropodes. Essa sindrome é caracterizada pela
transformacdo gradual de oOrgdos reprodutivos paliais em  estruturas
morfologicamente masculinas. Estudos visando verificar a contaminacdo por TBT
utilizando bioindicadores em manguezal sdo recentes no Brasil. O objetivo desse
estudo foi verificar a intensidade da contaminagdo por TBT no manguezal da Baia
de Vitoéria, por meio de intersex em Littoraria angulifera. Esse estudo foi
desenvolvido por meio de coletas em oito pontos amostrais, comparando areas na
franja (regido mais proxima do rio) e na bacia (regido mais interna). Cerca de 30
exemplares foram coletados em cada ponto e transportados para o laboratério. Os
exemplares foram anestesiados, as conchas foram medidas, quebradas e os
estagios de intersex analisados. Foram encontrados individuos em todos os pontos
localizados na franja e apenas em quatro pontos localizados na bacia, totalizando
352 exemplares de L. angulifera. Do total de 165 fémeas coletadas nos 12 pontos
amostrais, 37% estavam intersexadas. A percentagem de intersex nos pontos de
amostragem variou entre 0% e 84,6%. O indice de intersex (ISI) variou entre 0 e 3.
Altos valores para a percentagem de intersex e ISI foram encontrados nas areas
mais proximas a marinas e estaleiros de manutencao de pequenas embarcagdes. O
comprimento médio de concha dos exemplares variou entre 29,8 e 21,8 cm. Os
resultados obtidos confirmam que a baia de Vitéria estd sendo contaminada por
TBT.

Palavras-chave: TBT. Littoraria angulifera. Manguezal. Intersex. Baia de Vitoria.
Biomonitoramento. Bioincrustagao.






ABSTRACT

Intersex is a bioindicator for TBT, used in antifouling paints applied to the hulls of
ships and other vessels to prevent biofouling, and occurs in some species of
gastropods. This syndrome is characterized by the gradual transformation of the
reproductive organs palial structures morphologically male. Studies to investigate the
contamination by TBT using biomarkers in mangrove are recent in Brazil. The aim of
this study was to assess the intensity of TBT contamination in the mangrove of
Victoria Harbour through intersex in Littoraria angulifera. This study was developed
through collection in eight sampling points, comparing the fringe areas (region
closest to the river) and bowl (innermost region). About 30 specimens were collected
at each point and transported to the laboratory. Specimens were anesthetized, the
shells were measured, broken and intersex stages analyzed. Individuals were found
at all points located on the fringe and only four points located in the basin, totaling
352 copies of L. angulifera. Out of 165 females collected in 12 sampling points, 37 %
were intersexadas. The percentage of intersex at the sampling points ranged from
0% to 84.6%. Intersex index (ISI) varied between 0 and 3. High values for the
percentage of intersex and ISl were found in areas closer to the marinas and
shipyards maintenance of small boats. The average length of the shell specimens
ranged between 29.8 and 21.8 cm. The results confirm that the Vitoria Bay is being

contaminated by TBT.

Keywords: TBT. Littoraria angulifera. Mangrove. Intersex. Vitéria Bay. Biomonitoring.
Biofouling.
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1 INTRODUCAO

Os ecossistemas marinhos sdo receptores temporarios ou finais da poluicdo por
poluentes quimicos que, por sua vez, sao decorrentes de acdes antropicas diretas
ou indiretas (MORAES et al., 2001).

O problema da proliferacdo de animais e plantas em navios e estruturas imersas em
agua do mar tém sido reconhecido (BALLS, 1987). A necessidade de anti-
incrustantes eficazes em estruturas submersas € de extrema importancia para a
indastria naval, pois reduz a rugosidade dos cascos de embarcagbes e,
consequentemente, reduz o consumo de combustiveis fésseis, além de reduzir
também os riscos da exportacdo e importacdo de espéecies indesejaveis (ABBOTT et
al., 2000; EVANS; BIRCHENOUGH; BRANCATO, 2000; CASTRO; RODRIGUES-
QUEIROZ; ROCHA-BARREIRA, 2007; MARINHA DO BRASIL, 2007; KOTRIKLA,
20009).

A reducdo do gasto com o combustivel salvo pelo uso de anti-incrustantes, evita o
lancamento de aproximadamente 23 milhdes de toneladas de dioxido de carbono na
atmosfera por ano (ABBOTT et al., 2000). As primeiras tintas anti-incrustantes eram
a base de cobre (BALLS, 1987). Em meados de 1960, foram desenvolvidas tintas
com base nos compostos biocidas a base de estanho, contendo em sua férmula,
particularmente, o Tributilestanho (TBT) (BAILEY; DAVIES, 1988).

Compostos organoestanicos (COE’s) s&o contaminantes onipresentes em
ecossistemas marinhos e de 4gua doce, devido a sua vasta utilizagdo em produtos
industriais e de consumo, incluindo biocidas em tintas anti-incrustantes em navios,
barcos e instalacbes off-shore, pesticidas agricolas, conservantes de materiais,
catalisadores em varios materiais (por exemplo: poliuretano), PVC e outros plasticos,
e tem sido usados desde o inicio dos anos 1970 (RISTEMA; LAANE, 1991; BAUER
et al., 1997; MORCILLO; PORTE, 1998; DAHLLOF et al., 2001; FERNANDEZ, 2004,
ANTIZAR-LADISLAO, 2008; CHOI et al., 2013).

O estudo dos efeitos da contaminagdo por TBT tornou-se de grande interesse
guando tintas anti-incrustantes foram relacionadas ao declinio de moluscos
marinhos em areas costeiras, bem como outros efeitos prejudiciais em organismos
ndo-alvo, tanto na meiofauna quanto na macrofauna, e sua deposicdo nos
sedimentos aquaticos (DOWSON; BUBB; LESTER, 1994; KO et al., 1995; DAHLLOF
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et al., 2001; ANTIZAR-LADISLAO, 2008). Além disso, o TBT também é prejudicial as
algas, crustaceos, esponjas, equinodermos, peixes, répteis, mamiferos, aves
marinhas e até para seres humanos, ao ingerirem alimentos contaminados. (AXIAK
et al., 2000; FAFANDEL; MULLER; BATTEL, 2003; JENSEN; HOLMER; DAHLLOF,
2004; CASTRO; RODRIGUES-QUEIROZ; ROCHA-BARREIRA, 2007; FERNANDEZ
et al., 2006)

Os feitos desses contaminantes em manguezais ainda ndo sdo bem conhecidos. Os
manguezais estdo sob frequente ameaca de acumulacdo de poluentes, os quais
podem ser importados para esse ecossistema por meio dos rios e correntes
(KRUITWAGEM et al., 2008). A distribuicdo, o comportamento e o acumulo desses
poluentes quimicos sao definidos pela hidrologia dos manguezais, pela classe dos
poluentes, pelas propriedades dos sedimentos (KRUITWAGEN et al.,, 2008),
inclusive pelas variagdes na granulometria dos sedimentos (ZULOAGA et al., 2009).

Os moluscos sdo um dos grupos faunisticos considerados como dominantes nas
comunidades que compdem o0 ecossistema manguezal e exercem um papel
ecologico significante na estrutura e no funcionamento do mesmo (ASHTON;
MACINTOSH; HOGARTH, 2003; PRINTRAKOON; WEELS; CHITRAMVONG, 2008;
CANNICCI et al., 2008).

Os gastropodes sédo extremamente sensiveis a contaminag¢do por TBT (BAILEY;
DAVIES, 1988). Seu uso pode causar diversos distarbios, bem como a elevacao de
testosterona em fémeas, inibicho de aromatases e do desenvolvimento larval e
perturbacdes reprodutivas (OBERDOSTER; McCLELLAN-GREEN, 2002; CASTRO;
RODRIGUES-QUEIROZ; ROCHA-BARREIRA, 2007; ABIDLI et al., 2012; TITLEY-
O’NEAL, et al., 2013). Nestes animais, a contaminagao por COE’s, induzidas por
baixas concentracées de TBT, provoca um fendmeno chamado de imposex, um
bioindicador caracterizado pela masculinizacdo de fémeas, com o desenvolvimento
de um pénis e vaso deferente (SANTOS et al., 2011).

Outro bom bioindicador para contaminacao por COE ‘s é o intersex. Relacionado a
altos niveis de contaminacdo por TBT (DE WOLF et al., 2004), essa sindrome é
caracterizada pelo distarbio fenotipico no trato reprodutivo, com a transformacéo
gradual de oOrgdos reprodutivos femininos em estruturas morfologicamente
masculinas (COSTA, 2012).
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Além disso, 0s manguezais possuem a caracteristica de apresentar uma resposta
sensivel ao menor distarbio externo, sendo considerado um bom bioindicador para
detectar e monitorar mudancas no nivel do mar em escalas local e regional
(SHAEFFER-NOVELLI; CINTRON-MOLERO; SOARES, 2002).

Ha apenas um registro no Brasil de estudos em manguezal para intersex, utilizando
com Littoraria angulifera (Lamarck, 1822) (COSTA, 2012). Assim, o objetivo desse
estudo foi verificar a ocorréncia de alteracbes morfologicas causadas por TBT em
uma espécie nativa e tipica de manguezal, bem como aprofundar o conhecimento
sobre as alteracBes provocadas nessa espécie, realizando um monitoramento da
contaminagdo por TBT, utilizando intersex como bioindicador nos municipios de

Vitoria, Serra, Vila Velha e Cariacica.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 AMBIENTE DE ESTUDO

Os estuarios estao entre os ecossistemas aquaticos mais importantes em termos de
importancia ecoldgica e econémica (KENNISH, 1997). Os manguezais, por serem
ecossistemas estuarinos, sdo ambientes de transicdo entre os ambientes fluviais e
marinhos (PERILLO, 1996). Além disso, sdo considerados verdadeiros bercarios
biolégicos (SHAEFFER-NOVELLI, 1995), abrigando espécies tipicas desse
ecossistema, ou aquelas que ali passam pelo menos uma parte do seu ciclo de vida
(MACIEL, 1991).

Ambiente caracteristico de regifes tropicais e subtropicais, 0s manguezais sdo
ambientes produtivos, que contribuem para a fertilidade das aguas costeiras, devido
a grande producdo e exportacdo de matéria organica, transformacédo do material
foliar e utilizacdo deste como alimento para um grande numero de organismos
(ODUM; HEALD, 1975).

Os manguezais possuem caracteristicas marcantes que os fazem estruturalmente e
fisiologicamente unicos. A morfologia e as adaptacOes ecofisioldgicas das arvores
de manguezais incluem raizes aéreas, dispersdo de propagulos, madeira estreita
com auséncia de anéis de crescimento, mecanismos de retencdo de nutrientes, alta
resisténcia a variacdes de salinidade e capacidade de retencdo de agua e carbono
(ALONGI, 2002).

Os manguezais ocupam, mundialmente, uma area total estimada de 181.000 km?
(SPALDING; BLASCO; FIELD, 1997). Biogeograficamente, as regides mais
diversificadas estdo localizadas no Pacifico Indo-Oeste, que compreende as regides
da Indonésia, Brasil e Nigéria, representando aproximadamente 43% das florestas
de manguezais do mundo (ALONGI, 2002).

Os bosques de manguezais sdo arquitetonicamente simples em comparagdo com
florestas tropicais, geralmente ndo possuem um sub-bosque de samambaias e sao
normalmente menos ricos em espécies do que as outras florestas tropicais
(ALONGI, 2002).

Os diferentes tipos de vegetacao resultam em diferencas nas correntes das mares
(WOLANSKI; RIDD, 1986) e no transporte de sedimentos dentro do bosque

(ALONGI, 1987). Nas zonas de maré baixa e média, ha uma predominéncia de
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sedimentos argilosos e finos, que se desenvolvem em associagdo com
pneumatoforos e raizes de Avicennia e Rizophora, jA na zona de maré alta,
sedimentos mais grossos, como areia, predominam (BOTO; WELLINGTON 1984,
ALONGI, 1987).

A destruicdo dos manguezais esta diretamente relacionada com o crescimento e
desenvolvimento urbano, principalmente em relacdo a aquicultura, mineracdo e
superexploracdo da madeira, peixes, crustaceos e moluscos (ALONGI, 2002). A
Baia de Vitdria (20°23’S - 40°20°'W) é uma regidao de extrema importancia soécio-
econdmica no Estado do Espirito Santo, e a forte degradacdo dos manguezais tem
sido promovida pela ocupacao populacional em seu entorno, aterros, implantacéo de
industrias e atividades portuarias (ALMEIDA, 2007).

A Baia de Vitéria (Figura 01) possui dois canais principais de comunicacdo com o
mar: o Canal da Passagem e o Canal do Porto (DASMACHIO, 2008; JUNIOR et al.,
2009). Esse sistema apresenta uma grande complexidade morfométrica,
condicionada pela presenca de afloramentos rochosos, junto aos rios Santa Maria
(de porte médio), rio Formate-Marinho, Bubu, Aribiri, Corrego Piranema e o Canal da
Costa (ambos de pequeno porte) (DALMASCHIO; TEIXEIRA; GARCAO, 2008;
VERONEZ JUNIOR; BASTOS; QUARESMA, 2009).

Quanto a classificacdo hidrodinamica, o rio de maior contribuicdo com volume de
agua doce é o rio Santa Maria (15,7 mds) (RIGO, 2004), e a Baia possui
caracteristicas de “estuario dominado por maré”, no qual a energia da corrente de

maré excede a energia da onda na boca dos estuarios (DALMASCHIO, 2008).

O sistema estuarino da Baia de Vitéria tem sofrido ao longo de véarias décadas uma
forte degradacdo ambiental, devido a acéo antropica exercida desde a chegada dos
primeiros colonizadores e nas exploracdes por eles iniciadas, até os dias de hoje
(CITRON; NOVALLI, 1992). Além do municipio de Vitéria, a Baia de Vitdria também
recebe contribuigcdes antrépicas de outros trés municipios circunvizinhos (Vila Velha,
Cariacica e Serra) (JESUS et al., 2004).
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Figura 01. Localizag&o do sistema costeiro da Baia de Vitoria, ES.
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Fonte: VERONEZ JUNIOR et al., 2009.

A colonizacdo portuguesa no estado teve seu inicio em 1535 (DERENZI, 1965).
Com o aumento da urbanizagcdo, 0os manguezais foram vistos como ambientes
propicios ao desenvolvimento de epidemias, e se tornaram mal vistos pela
populacdo (TULLI; SANTOS; LOUZADA, 2009). O primeiro aterro planejado de um
manguezal da Baia de Vitdria iniciou-se em 1817, no manguezal de Campinho
(TULLI, SANTOS; LOUZADA, 2009). De 1960 a 1980, a populacdo da llha de Vitoria
cresceu abruptamente, e esse novo contingente populacional, devido a falta de
emprego causada pela crise do café (década de 1960), buscavam empregos no
setor portuario, industrial e na construcao civil, e se distribuiu em areas baratas e
pouco seguras: encostas de morros e manguezais, que sofreram aterros nos anos
seguintes (TULLI; SANTOS; LOUZADA, 2009; FERREIRA, 1989). Em 1989, a
Prefeitura Municipal deu inicio a um projeto de contencdo a invasdes, 0 que

encerrou a ocupacao desregrada dos manguezais da Baia de Vitéria (ALVES, 2004).
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Apesar de todos os impactos ambientais, 0S manguezais Sao ecossistemas
amparados por lei, e constituem areas de preservacdo permanente segundo a Lei
Federal n°® 4771 de 15 de setembro de 1965 (EYSINK et al., 1998). No municipio de
Vitoria, em 1986 foi criada a Estacdo Ecoldgica Municipal da llha do Lameirdo, que
tem como objetivo a preservacdo da natureza e a realizacdo de pesquisas
cientificas, que dependem da autorizacdo prévia do O6rgdo responsavel pela
administracdo da unidade (TULLI, 2009).

“Ao contrario do passado, hoje, compreende-se a relevancia desse ecossistema e a
necessidade de protegé-lo, fazendo-se necessario um monitoramento intensivo e

manejo apropriado deste recurso” (ALMEIDA, 2007).

2.2 COMPOSTOS ORGANOESTANICOS (COE’s)

A contaminagcdo marinha por poluentes quimicos é decorrente da acao antrépica
direta ou indireta, e 0s ecossistemas marinhos sao 0s receptores temporarios ou
finais dessa poluicdo (MORAES et al., 2001).

O emprego de substancias anti-incrustantes em embarcacdes € justificado devido ao
fato de que qualquer superficie, quando submersa, esta sujeita a incrustacbes e
essas, em cascos de navios, resultam em rugosidades, que consequentemente
aumentam o atrito com a agua, resultando em perda de velocidade, maior gasto de
combustivel, dificultam o funcionamento de motores e caixas de mar; iSSO gera um
aumento na frequéncia de docagens e um aumento de custos e residuos gerados,
bem como na introdugcdo de espécies exodticas em ambientes aquéticos (MARINHA
DO BRASIL, 2007; KOTRIKLA, 2009).

Os primeiros registros do uso de algum tipo de anti-incrustante foi por volta de 1500
a.C. a 300 a.C. pelos fenicios, que faziam uso de tiras de cobre pregadas nos
cascos de suas embarcacgOes, para inibir a proliferacdo de organismos incrustantes
(fouling), tais como cracas e algas, pois perceberam que, quanto mais suave o fundo
das embarcacbes, era mais facil e rapido velejar, pois a demanda de gasto
energeético para tal era menor (CHAMP; PUGH, 1987). Ha também registros do uso
de chumbo como anti-incrustante entre os séculos XVII e XVIIl, mas o cobre se
mostrou mais eficiente (CHAMP; PUGH, 1987).
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Existem trés tipos de tintas anti-incrustantes: (1) Convencional ou de "associagéo
livre”, em que os biocidas estdo soltos na tinta e sdo liberados por lixiviacdo na agua
circundante; (2) matriz soluvel e ablativo, e (3) copolimeros de polimento (BAALS,
1987; CHAMP; PUGH, 1987). Os tipos 1 e 2 sdo referidos como tintas
convencionas, ambos utilizam o biocida na forma de livre associagdo (CHAMP;
PUGH, 1987). O tipo 3 foi desenvolvido no inicio da década de 1970, € uma tinda
hidrofilica, que corréi aos poucos, permitindo um longo intervalo entre docagens e,
devido a sua grande eficacia e alta qualidade de acabamento, € bastante utilizada
entre iatistas (BAALS, 1987).

Compostos a base de arsénico e/ou mercurio foram muito usados, porém, muito
antes da descontinuacdo do seu uso 1970, em 1853, surgiram 0S primeiros
compostos organicos a base de estanho (CHAMP; PUGH, 1987; MARINHA DO
BRASIL, 2007; SANTOS et al., 2011).

Compostos organoestanicos (Figura 02) pertencem a uma classe de
organometalicos de poluentes, séo eles: Tributilestanho (TBT), Dibutilestanho (DBT),
Monobutil-estanho (MBT), Trifenilestanho (TPhT), Difenilestanho (DPhT) e
Monofenil-estanho (MPhT) (SANTOS et al., 2011).

Figura 02. Compostos Organoestanicos (COE’s)

Tributyitin (TBT) Dibutyitin (DBT) Monobutyitin (MBT)
CHs CHj
X
HsC H HaC ’) HsC
T_Snx 13:1—)( _\—ln—x
| CHj | |
X X X
Bu,SnX Bu,SnX, BuSnX;

Triphenyitin (TPhT) Diphenyitin (DPhT) Monophenyitin (MPhT)

STo of oF

Ph,SnX Ph,SnX, PhSnX,

Fonte: SANTOS et al., 2011.
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Compostos organoestanicos (COE’s ou OTSs), principalmente os triorganoestanhos e
particularmente o tributieno (TBT) sdo contaminantes onipresentes em
ecossistemas marinhos e de agua doce, devido a sua vasta utilizacdo em produtos
industriais e de consumo, incluindo biocidas em tintas anti-incrustantes em navios,
barcos e instalacbes off-shore, pesticidas agricolas, conservantes materiais,
catalisadores em varios materiais (p. ex. poliuretano), PVC e outros plasticos, e tem
sido usados desde o inicio dos anos 1970. (RISTEMA; LAANE, 1991; BAUER et al.,
1997; MORCILLO; PORTE, 1998; DAHLLOF et al.,, 2001; FERNANDEZ, 2004;
ANTIZAR-LADISLAO, 2008; CHOI et al., 2013).

Contudo, organismos marinhos nado-alvo sdo afetados por esses compostos
organoestanicos que causam uma seérie de efeitos deletérios aos mesmos devido a
sua alta toxicidade, alta persisténcia no ambiente e transferéncia ao longo da cadeia
trofica (LIMA et al.,, 2006). O TBT se mostrou prejudicial a diversos organismos,
desde algas, crustaceos, esponjas, equinodermos, peixes, répteis, mamiferos e aves
marinhas, e aos seres humanos, ao ingerirem alimentos contaminados. (AXIAK et
al., 2000; FAFANDEL; MULLER; BATTEL, 2003; JENSEN; HOLMER; DAHLLOF,
2004; FERNANDEZ et al., 2006; CASTRO; RODRIGUES-QUEIROZ; ROCHA-
BARREIRA, 2007; MARINHA DO BRASIL, 2007).

No final dos anos 1960 e no inicio da década de 1970, relatos associaram o uso do
TBT a queda da producéo de juvenis e alteracdes nas conchas de ostras da espécie
Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), levando a um declinio de sua producao
(ALZIEU, 1986). No mesmo periodo, trabalhos realizados no Reino Unido, ligaram
TBT a disrup¢des endocrinas no gastropode Nucella lapillus (Linnaeus, 1758)
(COSTA, 2012). O mais importante dos efeitos dos COEs sobre o ambiente marinho
€ a sua acdo como desregulador enddcrino e, em moluscos, o TBT causa imposex,
intersex e ovotestis, causando faléncia reprodutiva em gastopodes (OEHLMANN et
al.,, 1998; COSTA, 2012). Dentre esses efeitos, o imposex é o mais bem estudado,
pois afeta cerca de 2000 espécies de gastropodes no mundo todo (STERNBERG et
al., 2008).
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2.3 COMPOSTOS ORGANOESTANICOS E SEUS RISCOS PARA A SAUDE
HUMANA

Sekizawa et al. (2003) e Strand e Jacobsen (2005) falam da elevada toxicidade do
TBT para moluscos e seus efeitos peculiares altamente especificos, além da
capacidade de rapida bioacumulacao, esses fatores levantaram preocupacdes sobre
seus efeitos toxicos em seres humanos, pois moluscos sdo comercializados e
empregados na alimentacdo (ARAUJO; ROCHA-BARREIRA, 2005; BOEHS;
ABSHER; CRUZ-KALED, 2008).

Devido a esses fatores associados a outras caracteristicas toxicas desse composto,
a Organizacdo Maritima Internacional (IMO) lancou um tratado global que proibe a
aplicacao de tintas a base de TBT a partir de 1 de Janeiro de 2003, tendo sua
proibicéo total em 1 de Janeiro de 2008 (ANTIZAR-LADISLAO, 2008).

Os efeitos biologicos dos compostos organoestanicos tém sido descritos em
diversos paises (BRYAN; GIBBS, 1991; MORCILLO; PORTE, 1998; HALLERS-
TJABBES; KEMP; BOON, 1994; COSTA, 2012), sempre relacionados a atividades
navais como portos, estaleiros e marinas, e concentragdes relativamente altas de
COE'’s tem sido detectados (FERNANDEZ et al., 2006).

A principal via comum de exposi¢cdo para os seres humanos, além de outros
animais, é pelo consumo de mariscos (SEKIZAWA et al., 2003). Alimentos
contaminados com TBT podem impor um risco para as populacdes locais e afetar a
indastria do turismo (SWENNEN; SAMPANTARAK; RUTTANADAKUL, 2009).

Schweinfurth e Ginzel (1987) relataram que compostos de TBT podem causar
graves irritagdes na membrana da pele e das mucosas, por isso, contato com a pele
e os olhos e a inalacdo da névoa ou poeira devem ser evitados. Alzieu (1998) ainda
diz que, com a exposicdo constante, essas irritacbes podem levar a dermatites
severas. Em estudos de dose repetida, linfotoxicidade e toxicidade hepatobiliar sdo
os achados predominantes (KOTRIKLA, 2009).

Alguns trabalhos tem evidenciado o0s riscos desses compostos para a saude
humana em individuos que vivem 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, 0

TBT altera o funcionamento da CA*ATPase do reticulo sarcoplasmatico,
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aumentando a concentragcdo de calcio intracelular e sinalizando para apoptose em
timocitos (KASS; ORRENIUS, 1999).

Com o aumento na preocupacao publica sobre possiveis efeitos perigosos para a
saude humana resultante da exposicdo ao TBT, o consumo de alimentos de origem
marinha tem sido descrita como uma importante via de contaminagcéo (FORSYTH,;
JAY, 1997; AZENHA; VASCONCELOS, 2002; CHIEN et al., 2002). 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 exposicdo 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).
Assim, o risco para a saude humana tem sido baseado em estudos imunolégicos
com animais experimentais e na dieta humana estimada de alimentos contaminados
com TBT (ANTIZAR-LADISLAO, 2008),

Com o aumento da preocupagcdo com a contaminacdo e exposicdo de seres
humanos ao TBT, foi criado um indice para medir o nivel de contaminacdo
(FERNANDEZ et al., 2006).

O modelo do Quociente de Risco deriva da seguinte expressao:
RQ = EF x EDix Ring x C x 10
Dref x BWad x ETmed
Os parametros séao:
RQ = Quociente de Risco
EF = Frequéncia de exposicéo = 365 d/a
ED:t = Duracdo da exposicédo = 70 anos
Ring = Taxa de ingestao = g/d
C = Concentragéo de TBT = (peso umido) mg/g
Dref = Dose referéncia = 3x10™* mg/kg/d

BWad = Peso corporal, adulto = 70kg
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ETmed = Tempo de exposi¢do (média) = 365 d/a x 70 anos

Os valores encontrados no Brasil, para o consumo de moluscos (0,027 a 0,026) séo
maiores que 0s encontrados nos Estados Unidos (0,004) e menores que 0sS
encontrados em Taiwan (0,902) (FERNANDEZ et al., 2006). Para pescadores
artesanais, no Brasil, os valores encontrados (1,005) estdo proximos ao limite de
risco (1,0), sdo novamente maiores que os encontrados nos Estados Unidos (0,095
no pior cenario) e menores que os relatados em Taiwan (1,602, chegando a 3,713
nos piores cenarios) (FERNANDEZ et al., 2006).

No entanto, apesar das evidéncias de que as referidas fontes expbem seres
humanos a COE’s, os dados disponiveis sobre a contaminagdo por TBT em
humanos sao limitados (ANTIZAR-LADISLAO, 2008). Assim, as principais pesquisas
relacionadas a esse tipo de contaminacéo, tem sido realizadas a partir de estudos
imunoldgicos em ratos, para testar a toxicidade desse contaminante e diferencas
inter-individuais (ANTIZAR-LADISLAO, 2008).

Estudos realizados no Japdo (TSUDA et al., 1995) mostraram que frutos do mar
comercializados em mercados comuns apresentaram altas concentracdes de TBT
(185 ng). Em Kuopio, Finlandia (RANTAKOKKO et al., 2006) foi encontrado o maior
namero de compostos organoestanicos diferentes em peixes e frutos do mar de
mercado. Os compostos predominantes foram: TBT, MBT, TPhT, DBT e TPhT,

medidos em niveis até 2,53, 1,52, 1,11, 0,25 e 0,14 ng respectivamente.

O perigo representado por COE’s para seres humanos depende ndo s6 da
solubilizacdo, mas também da possibilidade de degradacdo dos compostos durante
a digestdo, visto que o padrdo de permeabilidade se relaciona com o padrao geral
de toxicidade in vivo (triaquilestanho > diaquilestanho >> monoaquilestanho), mas ha
diferencas de acumulagdo entre os compostos (DBT > TBT > MBT) (ANTIZAR-
LADISLAO, 2008).

Em testes gastrointestinais in vitro, usando um extrato preparado, visando imitar o
inicio da absorcédo gastrointestinal de butilestanho em seres humanos, observou-se
gue a degradacédo mais importante foi a de DBT para produzir MBT (RODRIGUEZ-
GONZALEZ et al., 2005). Além disso, foi observado que o processo de cozimento
nao degrada o butilestanho, o que faz com que os resultados sejam ainda mais
significativos (MASSANISSO et al., 2003).
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Os sedimentos contaminados por TBT continuam sendo a maior preocupacao para a
comunidade cientifica. E fato que se fazem necessarias novas tecnologias
sustentaveis para remover o TBT acoplado ao sedimento, novas pesquisas sobre
toxicidade experimental, ingestdo dietética e potenciais efeitos na saude humana
(ANTIZAR-LADISLAO, 2008).

Atualmente, mudancas climaticas sdo as maiores preocupac¢des mundiais, tanto
ambientalmente quanto economicamente, tendo em vista que essas mudancas, em
ambientes costeiros, afetam a temperatura da agua, salinidade, radiagéo solar, CO,
dissolvido, pH e podem afetar diretamente na toxicidade do TBT (ANTIZAR-
LADISLAO, 2008).

2.4 IMPOSEX

Um efeito caracteristico destes compostos desreguladores enddécrinos, e que afetam
principalmente os moluscos marinhos da classe Gastropoda, se manifesta pelo
desenvolvimento do imposex, que consiste no aparecimento de caracteristicas
sexuais masculinas (OEHLMANN et al.,, 1998). Essa sindrome pode impedir a
reproducdo nas fémeas podendo levar ao desaparecimento da espécie por falta de
recrutamento ou morte das fémeas afetadas, tanto em escala local como regional
(BRYAN et al., 1986; GIBBS; BRYAN, 1987) e € considerada um caso classico de
desregulacdo enddécrina (MATTHIESSEN; GIBBS, 1998). Uma vez que o imposex
surge um comportamento dose-resposta, a magnitude do desenvolvimento dos
caracteres masculinos pelas fémeas depende da concentracdo ambiental do
poluente (GIBBS; BRYAN, 1996; ALZIEU, 2000).

Devido a diferencas na sensibilidade a esses compostos, nem todas as espécies
sofrem 0 mesmo grau de masculinizacdo (GIBBS et al., 1997), motivo pelo qual o
imposex € considerado a resposta biolégica mais sensivel a este contaminante,
podendo ser utilizado como biomarcador para diferentes niveis de contaminacéo
(GIBBS; BRYAN, 1994, 1996). Este desenvolvimento € espécie-especifico, e a
sensibilidade aos poluentes também é diferencial (STROBEN et al., 1995).

Existem varios mecanismos propostos para explicar essa disrupcdo enddcrina
(HORIGUSHI et al., 1994; MATTHIESSEN; GIBBS, 1998), incluindo a inibicdo da
aromatase (SPOONER et al.,, 1991; BETTIN; OEHLMANN; STROBEN, 1996;
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SANTOS et al., 2005), a inibicdo da excrecao da testosterona (RONIS; MASON,
1996), a disrupcao do sistema neuroendocrino (FERAL; LAGALL, 1983) e a hipotese
do neuropeptideo APGWamide (OBERDOSTER; MCCLELLAN-GREEN, 2000,
2002). Dentre essas, a hipotese da inibicAo da aromatase tem recebido maior
atencdo (SPOONER et al., 1991; BETTIN et al., 1996; OEHLMANN et al., 1996) e
propbe que a acdo do Citocromo P450, o qual esta envolvido na conversdo da
testosterona em 17B-estradiol, cuja interrupcdo eleva os niveis de testosterona em

fémeas, induzindo caracteres masculinos (LEUNG et al., 2006).

2.5 INTERSEX

Observado pela primeira vez no litoral da Alemanha (BAUER et al., 1995, 1997),
guando foram evidenciadas mas formacdes no trato reprodutivo palial de fémeas do
gastropode Littorina littorea (Linnaeus, 1758), tornando-se outro importante
bioindicador para TBT por estar relacionado a altos niveis de contaminag&do (10 ngL™
Sn) (DE WOLF et al., 2004).

Segundo Bauer et al. (1995), Intersex € uma sindrome que se caracteriza pelo
distarbio fenotipico no sistema reprodutivo, com a transformacao gradual de 6rgaos
reprodutivos paliais femininos em estruturas morfologicamente masculinas,

classificada em cinco estagios (0-4) (Figura 14).

e Estagio 0: fémea encontra-se normal, sem indicios de intersexualidade.

e Estagio 1. a abertura genital feminina é aumentada por uma fenda proximal e
a bursa copulatrix € dividida ventralmente.

e Estagio 2: ocorre a divisdo da porcdo ventral do oviduto palial, expondo os
lobos internos. A préstata nos machos é caracterizada por um sulco aberto,
portanto, essa caracteristica deve ser interpretada como sendo do sexo
masculino.

e Estagio 3: as glandulas do oviduto palial sdo totalmente, ou em parte,
suplantada por uma glandula prostatica.

e Estagio 4: o pénis e o sulco seminal sdo formados. As fémeas nesse estado

nao apresentam espermiogénese.
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Figura 14. Esquema de desenvolvimento de intersex para Littorina littorea com
guatro diferentes estagios. Vistas dorsal com cavidade do manto aberta (esquerda) e
vista lateral da secao palial do trato genital (direita). a - anus; ag - glandula do
albumen; bc — bursa copulatrix; cg - glandula da capsula; jg - glandula do albumen;
obc — bursa copulatrix aberta; opo - oviduto palial aberto; p - pénis; po - oviduto
palial; pr - prostata; rs - receptaculo seminal; sg - canal espermatico; vo - abertura
genital.

e [Fonte: BAUER et al., 1997.

2.6 LITTORINIDAE

Sistematica: Mollusca”, Gastropoda®, Prosobranchia®®, Caenogastropoda®,

Mesogastropoda®, Littorinoidea®", Littorinidae".
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2.6.1 Mollusca®

“Os primeiros vestigios de vida na Terra sdo apontados em escavagdes de rochas
de trés bilhdes de anos” (THOME et al., 2010). Os primeiros moluscos datam de
aproximadamente 570 milhGes de anos (Periodo Cambriano, era Paleozdica)
(THOME et al., 2010).

No Brasil, existem registros de moluscos fésseis desde o periodo Siluriano
(era Paleozlica) até o Holoceno (era Cenozodica), com ocorréncias
registradas desde o Acre até o Rio Grande do Sul. Sédo conhecidas cerca de
1200 espécies de moluscos fdsseis (descritas ou referenciadas) com
ocorréncia no Brasil, das quais 35,9% sé&o gastropodes, 51,3% séo bivalves,
11,7%, cefalépodes e 1% de outras classes menores (THOME et al., 2010,
p. 25).

Mollusca é o segundo maior tdxon do reino Metazoa, composto por sete classes
(Aplacophora, Monoplacophora, Polyplacophora, Gastropoda, Cephalopoda, Bivalvia
e Scaphopoda) (RUPERT; FOX; BARNES, 2005). Sao invertebrados, nao
segmentados, de corpo mole, em geral protegidos por uma concha calcaria externa,
pé muscular, possuem uma cabeca, boca e 6rgdos dos sentidos, e uma massa
visceral, a qual contém a maior parte do trato intestinal, coracdo, gbnadas e rim
(RUPERT; FOX; BARNES, 2005; THOME et al., 2010).

2.6.2 Gastropoda®

Das sete classes admitidas para o filo dos moluscos atualmente, este trabalho
aborda somente uma delas: a classe Gastropoda, representada por caramujos,

caracois e lesmas.

Gastréopodes sdo moluscos assimétricos com concha em uma Unica peca,
geralmente enrolada em espiral, na qual o corpo pode ser retraido; concha
perdida ou reduzida em varios grupos; durante o desenvolvimento, a massa
visceral e 0 manto sofrem rotagdo de 90-180° em relagcdo ao pé (torgdo),
portanto a cavidade do manto localiza-se anteriormente ou no lado direito, e
o tubo digestivo e o sistema nervoso sao torcidos; alguns taxons sofreram
reversdo parcial ou total da rotagdo (destorcdo); com um pé muscular
rastejador (modificado em alguns taxons nadadores e escavadores); cabeca
com estatocisto e olhos (frequentemente reduzidos ou perdidos) e 1-2 pares
de tentaculos; a maioria com radula complexa e estilete cristalino, este
ultimo perdido na maioria dos grupos predadores; 1-2 nefridios; o manto
(=pélio) geralmente forma uma cavidade que abriga ctenidios, osfradios e
glandulas hipobranquiais; ctenidios as vezes perdidos e substituidos por
estruturas secundarias com funcao respiratéria (BRUSCA; BRUSCA, 2007,
p. 733).
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2.6.3 Prosobranchia®®

Os Prosobranquios recebem esse nome devido a condi¢cdo de suas branquias, que
estéo localizadas anteriormente em relagéo ao coracéo, pelo padréo estreptonéurico
do sistema nervoso e por terem sexos separados (dioicos) (LEME, 1995). Ja foi
considerado um grupo monofilético (RUPERT; FOX; BARNES, 2005).

A maioria dos integrantes desse grupo, com excecdo de Titiscaniidae, possuem
conchas (LEME, 1995). Possuem cavidade do manto anterior, e a maioria tem
opérculo, e o atrio direito foi perdido em grande parte das familias (RUPERT; FOX;
BARNES, 2005). Os prosobranquios sao tadxons de habitat marinho benténico,
embora haja representantes de agua doce e terrestres (RUPERT; FOX; BARNES,
2005).

A subclasse era dividida em trés ordens fundamentadas em um conjunto de
estruturas e fendbmenos de complexidade menor ou maior: Archaeogastropoda,
Mesogastropoda e Neogastropoda (LEME, 1995), até que em 1960 ordem
Caenogastropoda foi introduzida por Cox (1960), e as ordens supracitadas

passaram a ser subordens.

2.6.4 Caenogastropoda®

Caenogastropoda € o grupo de gastrépodes marinhos dominante em termos de
namero de espécies, diversidade de habitos e habitats e importancia ecoldgica
(COLGAN; HUTCHINGS; BRAUNE, 2006). Inclui dois grandes grupos de sucesso
evolutivo, os Mesogastropoda e os Neogastropoda (RUPERT; FOX; BARNES, 2005)
divididos em cerca de 136 familias viventes (65 familias extintas) e 41 superfamilias
(BOUCHET; ROCROI, 2005).

O grupo inclui as espécies marinhas mais importantes comercialmente, bem como
varios grupos que tem independentemente alcangcado o ambiente dulcicola e
terrestre (COLGAN et al., 2006). Muitas vezes exibem conchas com morfologias
convergentes (enrolada, desenrolada, globosa, alongada, achatadas em forma de

pratos, etc.) e ocupam uma grande variedade de habitats (epifaunal bentdnico ou
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escavadores, pelagicos, nadadores ativos, detritivoros, sedentérios, herbivoros,

carnivoros, pastadores, ectoparasitas ou endoparasitas) (COLGAN et al., 2006).

Grupo parafilético (HASZPRUNAR, 1988; PONDER; LINDBERG, 1997) inclui os (1)
Architaenioglossa, que contém os Cyclophoroidea, o maior grupo de caracéis
terrestres, e as familias Ampullaridae e Viviparidae, de &agua doce; (2) os
mesogastropodes marinhos restantes: Littorinidae, Cypraeidae, Cerithiidae,
Calyptraeidae, Tonnidae, Cassidae, Ranellidae, Strombidae, Naticidae e
Heteropoda; e os (3) Stenoglossa (Neogastropoda), grupo quase exclusivamente
marinho e carnivoro, que contém as familias economicamente mais importantes
conhecidas atualmente: Muricidae, Volutidae, Mitridae, Buccinidae, Turridae e

Conidae.

Possuem uma branquia, um nefridio e um atrio, e a posicdo das branquias permite
gue esse grupo habite ambientes marinhos mais fundos (RUPERT; FOX; BARNES,
2005).

2.6.5 Mesogastropoda®®

Embora os mesogastropodes ndo sejam mais considerados um grupo monofilético,
continua sendo usado para fins didaticos e seu conceito ainda é amplamente
empregado (RUPERT; FOX; BARNES, 2005).

2.6.6 Littorinidae™

Littoraria angulifera (Lamarck, 1822) é uma espécie neotropical que ocorre em
florestas de mangue em ambos os lados do oceano Atlantico, vive sobre raizes
amontoadas, nas zonas de maré alta (MERKT; ELLISON, 1998; THOME, 2010). No
Brasil, a espécie tem ocorréncia do Ceara até Santa Catarina e em ilhas oceanicas
(THOME et al.,, 2010). E o Unico littorinideo encontrado exclusivamente em
manguezais (MERKT; ELLISON, 1998).

Variagbes ambientais e a variabilidade genética tem relagdo direta com a variacao
intraespecifica da morfologia das conchas de Littorinideos (BERRY, 1961;
NEWKIRK; DOYLE, 1975; JANSON, 1982a, b; COOK; CURREY; SARSAM, 1985;
COOK, 1992; COOK; GARBETT, 1992; LEWIS; WILLIAMS, 1995; MILL; GRAHAME,
1995).
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Em zonas de supralitoral e mesolitoral, os individuos sdo constantemente sujeitos ao
estresse por dessecacdo, e possuem conchas bastante ornamentadas e com
ranhuras; conchas menores, mais lisas e globosas tendem a ocorrer em populacdes
de regides de mesolitoral com uma maior frequéncia de ondas de alta intensidade; e
conchas mais espiraladas tendem a ocorrer em ambientes mais protegidos;
caramujos de populacdes de baixa densidade e com alimento abundante, crescem
mais rapido e tendem a ter conchas arredondadas (NORTH, 1954; BERRY, 1961;
VERMEIJ, 1973).

L. angulifera & ovovivipara, com estagio larval planctdnico estimado de 8-10
semanas (GALLAGHER; REID, 1979). Individuos adultos ocorrem na zona de
supralitoral em troncos, raizes, caules e folhas de mangue, principalmente em
Rhizophora mangle, Avicennia spp., € Laguncularia racemosa, onde se alimentam
de algas epifitas e fungos marinhos (KOHLMEYER; BEBOUT, 1986).

A protoconcha é geralmente alaranjada, caracterizada por possuir de 3 a 5 sulcos
espirais proeminentes paralelos aos 2-4 espirais; as ranhuras principais aparecem
no 1° ao 4° verticilo da concha, juntamente com as linhas de crescimento (estrias
axiais), que normalmente, ndo estdo de acordo com os padrdes de distribuigdo
espacial da superficie da casca (MERKT; ELLISON, 1998).

Quando presentes, 0s sulcos terciarios, assim como 0s secundarios, aparecem nas
costelas entre os sulcos ja existentes, geralmente as estrias em espiral comegcam
entre a 42 e a Ultima volta do espiral da teleoconcha (MERKT; ELLISON, 1998).

Merkt e Ellison (1998) realizaram um estudo comparativo entre populacdes de L.
angulifera de varios paises em relagdo a distribuicdo geografica e variacao
morfologica relacionada ao habitat e verificaram que ha alteracbes no formato das
conchas de diferentes regides; as conchas do Atlantico Ocidental e do Caribe tem,
comparativamente, espirais mais altos e aberturas mais circulares, a espessura da
columela aumenta da regido leste para o oeste, verificaram também que as conchas
da Libéria e do Senegal foram atribuidas ao Atlantico Ocidental, e as conchas do
Brasil foram atribuidas ao Atlantico Oriental, enquanto que as conchas do gab&ao

foram atribuidas aos dois lados do Atlantico.

As variaveis morfolégicas que mais contribuem para a discriminagéo, de acordo com

a corrente predominante, foram as espirais/mm, altura do espiral, largura da
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columela e circularidade da concha; assim, poderiamos identificar 75% das conchas
de sitios associados ao norte equatorial atual, cerca de 71% da corrente equatorial
sul, 66% da corrente do Golfo, 64% do Golfo do México e, 40% das paraibas
(MERKT; ELLISON, 1998).

Conchas de Principe, Gana, Serra Leoa, Nigeria e Angola se diferem das conchas
de outras partes do mundo (Figura 2.3) devido ao seu espiral alongado e seus
espirais sdo relativamente largos, em outras palavras, estes paises possuem as
conchas mais globosas, sendo que as conchas da Angola, Congo e Gabao possuem
as aberturas mais circulares (MERKT; ELLISON, 1998).

O sistema reprodutivo de fémeas de Littoraria spp. consiste, principalmente, em um
ovario e um oviduto (MERKT; ELLISON, 1998). O ovario € representado por um
sistema de tubulos de 55-80um de didmetro, junto a glandula digestiva (SYASINA;
SHCHEBLYKINA, 2007) e inclui ovécitos e células auxiliares.

Um oviduto estreito, que quando contém ovos, apresenta coloracéo rosa e encontra-
se em baixo da massa visceral, no lado direito (RUPERT; FOX; BARNES, 2005). A
regido posterior do oviduto se abre no oviduto palial, que é branco opaco, e esta
localizado no lado direito do manto, composto pela glandula do albumen e a
glandula da capsula (COSTA, 2012).

Os machos possuem um grande pénis de coloracédo escura (Figura 03), localizado
acima do tentaculo cefélico direito (RUPERT; FOX; BARNES, 2005). Na parte
posterior da camada visceral, ha um complexo testiculo-glandula digestiva no apice
da concha (COSTA, 2012).

Seus lobos sao intercalados entre os lobos da glandula digestiva, e os dois sdo de
dificil distincdo (RUPERT; FOX; BARNES, 2005). “A prostata esta localizada no lado
direito da cavidade do manto, paralela ao reto e sua regido anterior se abre em um
canal peniano ciliado, que segue na direcdo do pénis” (COSTA, 2012). O pénis esta
localizado no lado direito posterior do tentaculo cefalico, e possui uma glandula
discoide que é usada para apoiar as fémeas durante a cépula (RUPERT; FOX;
BARNES, 2005; COSTA, 2012).

Figura 03. Anatomia de Littoraria ianthostoma (A-F, 1, J) e Littoraria articulata (G, H),
Forsyth Creek, costa leste do Golfo de Joseph Bonaparte, territorio norte da Autralia

(A-F, 1, J, paratipos BMNH 20010109, 20010110; G, H, BMNH 20010112). A-D, G, H
- Pénis. E - Oviduto palial (com vista do corte transversal em F). I, J -
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Paraespermatozoide de dois espécimes. cb — bursa copulatrix; eg - ovécitos em
espirais (linha preta mais grossa); oag - glandula do albumen opaca; ocg - glandula
da capsula opaca; pb - base do pénis; pf - filamento peniano; pgd - glandula
discoide; ro - oviduto renal; sr - receptaculo seminal; tag - glandula do albamen
transldcida.

Fonte: STUCKEY:; REID, 2002
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2.7 CONTAMINACAO POR COE’s EM Littoraria sp.

A contaminacédo por organoestanicos vem sido amplamente estudada (BAUER et al.,
1997; CASEY; GRAVE; BURNELL, 1998; SUNDERMANN; BAUER; OEHLMANN,
1998; OEHLMANN et al., 1998; DAVIES; MINCHIN, 2002; COSTA, 2012).

Gammon, Turner e Brown (2005) verificaram a acumulacdo de Cu (cobre) e Zn
(zinco) em particulas de tintas anti-incrustantes em Littorina littorea. Em cinco
tratamentos diferentes (agua do mar sem contaminacdo, agua do mar contaminada,
agua do mar com Ulva lactuta, agua do mar com U. lactuta contaminada e 4gua do
mar contaminada com tintas anti-incrustantes) e encontraram vestigios de Cu e Zn
no pé, branquias e no complexo glandula digestiva-gbnada. Para a contaminacao
com Cu, foi encontrado cerca de 30ug/g™ nos individuos de cada tratamento. Um
acréscimo significante da concentracao de Cu foi observada no pé de individuos que
estavam no tratamento com algas que ndo foram contaminadas previamente, mas
os individuos tiveram contato direto com tintas anti-incrustantes. Concentracdes
elevadas de Cu nas branquias foram observadas em todos os tratamentos no qual
os individuos eram expostos diretamente a tintas anti-incrustantes, mas néo foram
observadas em tratamentos com alimentos contaminados. No complexo glandula
digestiva-gdbnada, os maiores resultados para contaminacdo com Cu foram
observados em tratamentos com alimento pré-contaminado. Para a contaminacao
com Zn, foi encontrado cerca de 50ug/g™” no pé e no complexo glandula digestiva-
gonada e cerca de 20ug/g™ nas branquias. Comparado com os grupos controle, foi
observado um acréscimo significante da concentracdo de Zn no pé no tratamento
com tintas anti-incrustantes. Nas branquias, foi observado um resultado acumulativo
da concentracdo de Zn no tratamento com alimento contaminado, acompanhado de
uma reducao significante da concentracdo de Zn no complexo glandula digestiva-
gbnada. Com esse trabalho, pode-se confirmar o poder de acumulacdo de Cu e Zn
no organismo de L. littorea, apresentando diferencas entre a exposicao direta ao

contaminante e a ingestao de alimentos contaminados.

Sundermann, Bauer e Oehlmann (1998) verificaram as altera¢des na estrutura da
prostata e da glandula da capsula em machos e fémeas de Littorina littorea,
causadas pelo intersex. Em L. littorea, o gonoduto palial se origina
ontogeneticamente do epitélio palial, em machos, essa estrutura permanece aberta

e equipada com células de glandulas epiteliais, que, em espécimes adultos, funciona
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como uma proéstata. Existem aproximadamente cinco tipos de células glandulares
facilmente distinguiveis. As células glandulares mais abundantes sdo as da glandula
da prostata, que sao fusiformes e delgadas; o plasma € preenchido com gréanulos de
secrecdo de coloragao azul escuro. O complexo de Golgi se situa distalmente em
relagdo ao nudcleo, e possui numerosas vesiculas membranosas. Os lisossomos
também estdo presentes nessa regido. O Reticulo Endoplasméatico Rugoso se
estende na lateral do corpo, entre os granulos de secrecdo. A regido basal do
epitélio glandular é bem provida de nervos e células gliais. As fémeas analisadas
foram sexadas pela presenca do ovario. No estagio 3 de intersex, o oviduto palial é
totalmente ou parcialmente suplantado por uma glandula da préstata, se comparado
ao estagio 4, a unica diferenca € a auséncia do pénis. O oviduto, nas partes basais,
a regido proximal € um tubo fechado, e o epitélio esta totalmente transformado em
prostata. Os vestigios femininos sdo a bursa copulatrix, a glandula gelatinosa, a
glandula da capsula, a glandula do albumen, e o receptaculo seminal. Na préstata
feminina, as caracteristicas epiteliais sdo exatamente idénticas as estruturas
correspondentes do sexo masculino. Essas mudancas tornam a reproducao

impossivel.

Davies e Minchin (2002) verificaram a qualidade das medidas de imposex e intersex
em gastropodes marinhos. Para Littorina littorea, em relacdo a homogeneidade das
amostras em diversos laboratérios. O ANOVA mostrou ser um teste confiavel para
verificar a homogeneidade, pois ndo foram encontradas diferencas nos niveis de
significancias em testes de laboratérios. Para a identificacdo do sexo, no laboratorio
de referéncia foi encontrado 51,4% de individuos do sexo masculino, em uma
populacao de 440 individuos. Os outros laboratérios encontraram de 0% a 65% de
machos e, apenas um laboratério apresentou diferencas significativas do laboratério
referéncia. Em relacdo ao estagio de intersex (ISl), a média dos valores encontrados
foi de 2,94 para 214 fémeas analisadas, com um esperado de 0,5 para 80
individuos. Em relacdo ao comprimento da préstata, foram examinadas 208 fémeas,
e o comprimento médio da prostata foi de 5,01lmm. A ANOVA indicou diferencas
significativas entre os resultados de comprimento médio da prostata entre o0s
laboratérios, e o0s demais laboratérios eram significativamente diferentes do
resultado encontrado no laboratério referéncia. O desvio padréao calculado, a partir

dos resultados do laboratorio referéncia, € de 1,2mm. Se esse erro for considerado
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aceitavel, todos os laboratérios apresentaram resultados satisfatérios, com excegéo

dos dados avaliados como guestionaveis.

Costa (2012) realizou em 2009 o primeiro trabalho de biomonitoramento de COE’s
em manguezais no Brasil utilizando Littoraria angulifera. Seu estudo foi realizado na
em 20 pontos amostrais em areas estuarinas, em substratos artificiais e costbes
rochosos, proximos a portos e marinas do Municipio de Vitoria, Espirito Santo, e em
uma area controle, localizada na Praia de Jacaraipe, Serra, ES. Na area controle,
foram coletados 400 exemplares de L. angulifera e cerca de 40 exemplares em cada
um dos pontos amostrais. Assim como no presente estudo, todos os individuos
mediam acima de 10mm e foram considerados sexualmente maduros. Os animais
foram transplantados para o laboratério, onde foram mantidos em aquarios até
serem anestesiados e analisados. No total, foram coletados 1119 exemplares de L.
angulifera. Na area controle, dos 400 exemplares coletados, 248 eram fémeas,
sendo a razdo sexual 0,65, indicando um desvio para fémeas e, nenhuma delas
apresentou sinais de intersex. Nos demais pontos, foram coletadas 243 fémeas e,
desse total, 51% estavam intersexadas. Os maiores valores de percentagem de
intersex foram em locais préximos a portos, marinas e estaleiros de manutencao de
pequenas embarcacdes. Em alguns pontos, apesar da proximidade com o Porto de
Vitoria, os individuos encontrados ndo estavam contaminados; pois essa regido é de
maior profundidade, o que impede que os moluscos entrem em contato direto com o
sedimento e, como apoés a liberacdo no ambiente o TBT passa rapidamente para a
fase particulada, ele tende a se acumular no sedimento rapidamente. Nos pontos de
manguezal, onde a profundidade € menor e os moluscos tem contato direto com o
sedimento, os indices de percentagem de intersex foram altos. Porém, alguns
pontos apresentaram resultados varidveis. Assim como no presente estudo, todas as
fémeas intersexadas estavam estéreis. Os comprimentos de concha variaram de
19,44mm a 31,17mm. O ponto controle apresentou individuos relativamente
pequenos, com média de comprimento de concha de 21,22mm, tal resultado pode
ser explicado pelo fato desse ponto estar estabelecido sobre lateritos ferruginosos, e
o comprimento de conchas esta diretamente ligado a diferencas de habitat causadas
por condi¢cdes nutricionais, clima, estrutura da floresta e geomorfologia. Costa
observou também que as fémeas séo significantemente maiores que 0os machos.

Concluiu que espécies da familia Littorinidas sdo mais tolerantes a altos niveis de
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TBT, entretanto, L. angulifera se mostrou ser um sensivel bioindicador para a
contaminacdo por COE’s, além de ser uma espécie amplamente distribuida e de
facil coleta. Concluiu também que a baia de Vitoria e do Espirito Santo esta sendo
afetada negativamente pela presenga de COE’s . Entretanto, os resultados obtidos
em areas urbanizadas, proximas a portos, marinas e estaleiros, com maior
profundidade, podem néo estar correspondendo aos reais niveis de contaminacao

no local.

2.8 ESTRATEGIAS DE BIOMONITORAMENTO

z

Monitorar os compostos organoestanicos no ambiente é relativamente facil, pois
além da variabilidade espacial e temporal dos inputs em cada local, em funcédo do
namero e do porte das embarcacbes presentes, ha também aspectos fisicos,
geoldgicos e biolégicos (FERNANDEZ, 2001).

Durante a década de 1970, foram detectados os primeiros efeitos do TBT em ostras
(organismos n&o-alvo), Cassostrea gigas, em cultivo comercial; tais efeitos
consistiam em anomalias na reproducdo, perda da fase de recrutamento e
deformacgBes nas conchas de individuos adultos (FERNANDEZ, 2001). A Franca foi
0 primeiro pais a exercer controle sobre o TBT no ambiente, apds efeitos similares

terem sido detectados na Inglaterra e Espanha (ALZIEU et al., 1986).

Como essa espécie ndao € nativa da Europa ou da América faz-se necessario o
transplante de individuos para locais onde se quer fazer o monitoramento, ja que a
espécie € reportada como a mais sensivel para a contaminacao por TBT (SMITH et
al., 1987).

O Imposex é o método de biomonitoramento mais utilizado para medir a poluicao por
organoestanicos no mundo (FERNANDEZ, 2001). Existem varias formas de se
avaliar o grau de imposex de uma populacéo, seja pela frequéncia do fendbmeno ou
pelo VDSI (indice de Sequéncia do Vaso Deferente), RPLI (indice de Relagdo do
Comprimento do Pénis) e RPSI (indice de Relacdo do Tamanho do Pénis)
(FERNANDEZ, 2001).

O percentual de fémeas imposexadas é o indice mais facil de aplicar,
porque depende apenas de uma sexagem correta. [...] Os indices sao
aplicados da mesma forma, para mapear as areas de maior contaminagéo
por TBT, sendo a interpretacdo direta. A diferenca entre eles é que
enquanto o RPLI leva em conta apenas o comprimento do pénis, o RPSI
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leva em conta o volume. O RPLI é mais adequado para areas de
contaminacdo moderada a alta, onde a diferenca entre o comprimento do
pénis dos animais imposexados é grande entre as estacdes. Nas areas
mais contaminadas, o pénis das fémeas imposexadas aproxima-se e
mesmo iguala-se ao tamanho dos pénis dos machos, aplica-se o RPSI.
Nesta situagdo, o indice cubico maximiza a diferenga entre estacdes onde
0os animais tenham medidas proximas, e, portanto, permite uma melhor
discriminacdo (FERNANDEZ, 2001, p. 27).

Ha também técnicas de biomonitoramento envolvendo transplantes de espécies.
Essa técnica pode ser empregada em locais onde uma determinada espécie, ja
conhecida por ser um bom bioindicador para determinado tipo de contaminagao, nao
ocorra naturalmente e, para estabelecer relacdes de causa-efeito para uma espécie
em estudos para bioindicacdo (FERNANDEZ, 2001). O método mais facil e mais
empregado é o transplante de ostras, uma vez que estes animais sdo facilmente
cultivados (FERNANDEZ, 2001).

O monitoramento quimico é trabalhoso e caro, em funcédo da imensa demanda de
analises que, muitas vezes, devem ser realizadas rapidamente. A agua e o material
particulado sdo os primeiros a receber influéncia de COE’s, pois sao liberados no
momento em que entram em contato com a dgua (FERNANDEZ, 2001). Porém, a
agua é um meio extremamente energético, e recebe influéncia direta de escalas
temporais curtas e longas, fenbmenos naturais, variacbes de maré, regimes de
chuva, etc. E, por isso, demanda uma grande quantidade de amostras para
representar adequadamente a grande variabilidade temporal/espacial das

concentragcdes dos compostos neste compartimento (FERNANDEZ, 2001).

A andlise de sedimentos pode ser utilizada para identificacédo,
monitoramento e controle de fontes de poluigcdo, especialmente
para contaminantes que podem ser rapidamente adsorvidos
pelo material particulado e assim, escapar a deteccdo pela
andlise da agua. A distribuicdo vertical das concentra¢des de
um contaminante nos sedimentos pode fornecer uma
sequéncia histérica da intensidade de contaminacdo, bem
como uma estimativa dos niveis naturais dos poluentes,
guando existirem. Apenas a andlise de sedimentos pode
guantificar o estoque potencialmente mobilizavel de um
determinado composto em cada local especifico, e assim, o
potencial de risco associado a este composto ao longo do
tempo. Por serem matrizes mais complexas, andlises de
sedimentos e organismos tendem a sofrer mais interferéncias
que amostras de agua, uma desvantagem que reduz um pouco
0 beneficio obtido pela redugcdo do numero de amostras
requerido para  caracterizar  estes  compartimentos
(FERNANDEZ, 2001, p. 38).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 DEFINICAO DA AREA DE ESTUDO

O presente estudo foi desenvolvido nos municipios de Vitoria, Serra, Cariacica e Vila
Velha, ES (Figura 10), por meio de coletas em oito pontos amostrais em areas
estuarinas. Foi realizada uma campanha prévia para definicdo das areas de
amostragem ao longo da Baia de Vitoria e em cada bosque, foram estabelecidas
parcelas considerando a frequéncia de inundacao (franja e bacia), para comparacao
com outros estudos. Para cada fisionomia identificada no bosque de franja, foram
definidas parcelas mais internas (bacias) localizadas na mesma posicao longitudinal,
resultando em 16 parcelas fixas. Essas parcelas foram delimitadas paralelas a linha
de costa, em funcdo da densidade do bosque, variando de 50 a 420 m? contendo
pelo menos 30 individuos de mangue (Figura 11), adaptando a metodologia
proposta por Cintron-Molero e Schaeffer-Novelli (1983) e Schaeffer-Novelli e Cintron-
Molero (1986).

Figura 10. Localizacdo dos pontos amostrais na Baia de Vitoria, onde foram
realizadas as coletas de L. angulifera para as analises de intersex.
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Fonte: Adaptado de IDAF (2010), Landsat 7, composi¢do: R4C3B2 para a imagem de 2003.
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Figura 11. Representacdo de uma parcela contendo 30 individuos de mangue.
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Fonte: Elaboragéo propria.

3.2 METODOLOGIA

Nas 16 parcelas foram coletados cerca de 30 individuos em média de L. angulifera
em cada, totalizando 352 individuos. Todos os exemplares mediam acima de 12 mm
e foram considerados sexualmente maduros. O N amostral e a maturidade sexual
foram selecionados de acordo com a metodologia proposta por Oehlmann et al.
(1998) e De Wolf et al. (2001).

Os animais foram transportados para o Laboratdrio de Malacologia da Universidade
Federal do Espirito Santo, mantidos em aqudrios contendo agua do mar até serem
anestesiados (Figura 12) em solucao de Cloreto de Magnésio MgCl, 4%, em agua
do mar e 4gua destilada 1:1. As medidas de comprimento da concha (mm) foram
tomadas com o auxilio de um paquimetro de precisdo, em seguida os exemplares
foram desconchados com o auxilio de uma morsa (Figura 13), para uma melhor

visualizac&o das partes moles, e analisados sob estereomicroscopia.



49

Figura 12. Exemplares de L. angulifera imersos em solu¢éo de anestésico.

Fonte: Arquivo préprio.

Figura 13. Processo de quebra das conchas, com o auxilio de uma morsa, para uma
melhor observacéo das partes moles.

Fonte: Arquivo proprio.
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A razao sexual (M:F) foi determinada de acordo com Birchenough et al. (2002),
valores menores que 1 indicam um desvio na razdo sexual para fémeas e valores
maiores que 1, desvio para machos. A percentagem de intersex foi calculada pela
proporcao de fémeas com caracteristicas masculinas e o indice de intersex (ISI) foi
determinado conforme Bauer et al. (1995, 1997) considerando 0s cinco estagios

propostos por esses autores.

3.3 ANALISE DE INTERSEX

Para este estudo, foi utilizada a metodologia proposta por Bauer et al. (1995),
adotando os cinco estagios de disturbios fenotipicos causados pela da sindrome

para os valores de ISI.

3.4 ANALISE DE DADOS

Para comparar valores de comprimento de concha e estagio de intersex entre os
pontos de coleta, utilizou-se o teste Shapiro-Wilk. A posteriori realizou-se uma
analise multivariada de dados (GLM). Correlacdes entre percentual de intersex e
média de ISI foram testadas utilizando o teste de Spearman.

Para comparar os valores de comprimento da concha entre os pontos, sexo e as
parcelas foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA trifatorial). A posteriori

utilizou-se o teste de Tukey.

Para as andlises estatisticas, foram utilizados os softwares R i386 3.0.1 e BioStat
5.0. Os graficos foram elaborados utilizando o Microsoft Excel 2010, R 3.0.1, e
BioStat 5.0.

3.5 ESCOLHA DA ESPECIE

Neogastropodes sdo reconhecidamente mais sensiveis ao TBT que
Mesogastropodes (VISHWAKIRAN et al.,, 2006), mas algumas espécies de
mesogastrépodes, tais como Cymatium parthenopeum podem ser usadas como
bioindicadores para COE’s, principalmente em locais onde altos niveis de

contaminacgéao estéao presentes (COSTA et al., 2008). Espécies da familia Littorinidae
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sdo mais tolerantes a altos niveis de contaminacdo por TBT (OEHLMANN et al.,
2008).

L. angulifera (Figura 15a) € um Littorinidae tropical, encontrado quase
exclusivamente no manguezal (COSTA, 2012). Tem ocorréncia no Oeste da Africa,
Florida, Texas, Oeste da india, Venezuela, do Suriname até a costa do Brasil (do
Ceara até Santa Catarina; e em ilhas oceénicas, Trindade e Abrolhos) (RIOS, 1994;
THOME, 2010). Vive sobre raizes, troncos e folhas de arvores em mangues, nas
zonas de maré alta (THOME, 2010). Podem ser encontrados também em substrato
artificial ou em costdes rochosos, pois se alimentam de algas e epifitas (COSTA,
2012).

As fémeas possuem um ovario de cor amarelo-creme esta envolvido pela glandula
digestiva marrom, e se localiza no apice da concha (COSTA, 2012). Um oviduto
estreito, que quando contém ovos, apresenta coloracdo rosa e encontra-se em baixo
da massa visceral, no lado direito (RUPERT; FOX; BARNES, 2005). A regiao
posterior do oviduto se abre no oviduto palial, que é branco opaco, e esta localizado
no lado direito do manto, composto pela glandula do albiumen e a glandula da
capsula (COSTA, 2012). A glandula da capsula se abre por meio da abertura genital
(Figura 15b, 16) (COSTA, 2012).

Os machos (Figura 15c, 17, 18) possuem, na extremidade posterior da massa
visceral, um complexo testiculo-glandula digestiva no apice da concha (COSTA,
2012). O testiculo é de cor amarela enquanto a glandula digestiva tem cor marrom-
esverdeada. Seus lobos séo intercalados entre os lobos da glandula digestiva, e os
dois sdo de dificil distincdo (RUPERT; FOX; BARNES, 2005). “A prostata esta
localizada no lado direito da cavidade do manto, paralela ao reto e sua regido
anterior se abre em um canal peniano ciliado, que segue na direcdo do pénis”
(COSTA, 2012). O pénis esta localizado no lado direito posterior do tentaculo
cefélico, e possui uma glandula discoide que é usada para apoiar as fémeas durante
a copula (Figura 15b) (RUPERT; FOX; BARNES, 2005; COSTA, 2012).

Fémeas intersexadas apresentam uma gradual substituicdo da glandula da capsula
pela prostata (COSTA, 2012). Pode-se observar essa alteracdo morfolégica na

figura 15d, onde a fémea se encontra no ISI 3.
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Figura 15. Exemplares de L. angulifera. a) Concha, b) FEmea normal, ¢) Macho e d)
Fémea intersexada ISI 3. GC: Glandula da Capsula, VO: Abertura Genital, Pr:
Prostata.

Fonte: Arquivo proprio.
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Figura 16. Vista dorsal de uma fémea de Littorina littorea com a cavidade do manto
aberta. O manto foi aberto por uma incisdo entre a branquia e a hipobranquia. a)
Rim, b) Branquia, c) osfradio, d) Cabeca, e)Tentaculo cefélico, f) P&, g) Abertura
bucal, h) Manto, i) Anus, j) Gonoporo, k) Glandula da capsula, I) Glandula digestiva e
ovario.

Fonte: RUPERT; FOX; BARNES, 2005.
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Figura 17. Vista do lado esquerdo de um macho de L. littorea desconchado, com
estruturas internas intactas. a) Opérculo, b) Pé, c) Tentaculo Cefalico, d) Cavidade
do manto, e) Manto, f) Branquias, g) Rim, h) Complexo testiculo-glandula digestiva.

C

Fonte: RUPERT; FOX; BARNES, 2005.
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igura 18. Vista do lado direito de um macho de L. littorea com a concha removida. A)
Complexo testiculo-glandula digestiva, B) Vesicula seminal, C) Manto, D) Cavidade
do manto, E) Ducto espermatico, F) Tentaculo cefalico, G) Pé, H), Pénis, J) Glandula
da prostata.

Fonte: RUPERT; FOX; BARNES, 2005.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de intersex e dados biométricos podem ser observados na Tabela 01.
Nesse estudo foram coletados um total de 352 exemplares de L. angulifera. Desse
total, 36,58% das fémeas coletadas nos 12 pontos amostrais estavam intersexadas.
Nos pontos 1B, 2B, 5B e 5B ndo foram encontrados individuos desta espécie dentro

das parcelas.

Tabela 01. Resultados obtidos para L. angulifera para os pontos amostrais. Razao
sexual = N° Macho/N° Fémea; ISI: indice de intersex.

N° N° Razéao % Média Comp. da

Locais fémeas machos Sexual Intersex IS Concha(mm)

1F 16 16 1 68,75 1,7 27,03 +3,12

2F 17 15 0,88 41,17 0,9 29,4 + 3,04

3F 13 18 1,38 69,23 2 26,77 + 2,57

4F 10 21 2,1 0 - 29,52+ 2,51

5F 15 16 1,06 0 - 21,84 +4,20

6F 20 11 0,55 5 0,1 29,17 £ 2,50

7F 13 18 1,38 84,61 19 26,2 + 2,36

8F 16 14 0,87 31,25 0,7 25,38 £ 3,70

1B 0 0 - - - -

2B 0 0 - - - -

3B 9 20 2,22 77,77 2,1 26,75 + 2,69

4B 0 0 - - - -

5B 0 0 - - - -

6B 17 16 0,94 23,52 0,5 23,82 £ 2,60

7B 6 4 0,66 0 - 22,5+2,48

8B 12 18 15 41,66 0,9 22,81 +1,75

Fonte: Elaboragéo propria.

4.1 DISTRIBUICAO DA RAZAO SEXUAL NAS AREAS AMOSTRAIS

Os pontos amostrais com maior e menor nimero de fémeas foram o 6F e 7B,
apresentando 20 e 6 individuos respectivamente. Os pontos com maior e menor
namero de machos foram 4F e 7B, com 21 e 4 individuos respectivamente (Tabela
01). A razdo sexual para os pontos 2F, 6F, 6B, 7F e 7B foram menores que 1,
indicando um desvio para fémeas. Nos demais pontos observa-se uma razao sexual
desviada para machos, sendo que o ponto 3B apresentou o maior numero de

machos em relacao as fémeas (2,22) (Tabela 01).

O maior valor de percentagem de fémeas em relagdo a machos pode ser

encontrados no ponto 6F, com 64,5%. A percentagem de fémeas nos pontos 1F, 2F,
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6B e 8F foi de aproximadamente 50%. Os pontos 3B, 3F, 4F, 5F, 7F e 8B

apresentaram menos de 50% de fémeas em relacdo a machos (Grafico 01).

Grafico 01. Razéo sexual de L. angulifera obtidas nos pontos amostrais.
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—
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Fonte: Elaboracao prépria.

4.2 INDICES DE INTERSEX

Houve diferenca significativa dos valores de ISI entre os pontos (p = >0,005). Os
maiores valores para a percentagem de intersex foram encontrados nas franjas,
sendo os pontos 3F (69,23%) e 7F (84,61%) os de maior percentagem. Entretanto, o
ponto 3B, apresentou a segunda maior percentagem de intersex, 77,77%. Esse
resultado se contrapde aos resultados encontrados para a bacia, cujos individuos

apresentaram taxas mais baixas de intersex comparadas a franja.

Na maioria dos pontos amostrais, as meédias de ISI foram proporcionais aos valores
de percentagem de intersex (Gréafico 02). Ja nas parcelas do ponto 3, as médias de
ISI foram superiores aos demais pontos (2 para o ponto 3F e 2,1 para o ponto 3B),

porém, ndo foram as com maior percentagem de intersex (69,23% para o ponto 3F e
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77,77% para o ponto 3B). E o ponto 7F apresentou um resultado inverso, com maior
percentagem e média de ISI relativamente baixa (1,9). Os pontos 4F, 5F e 7B néo

apresentaram individuos afetados pela sindrome.

Gréfico 02. Percentagem de Intersex (I1%) e média de ISI em relagcdo aos pontos
amostrais.

100 r 2,5

80 -+ -2

ISI
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20 - 0,5

0 [l 0

T T T T T T T T T T
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Pontos

Fonte: Elaboragé&o propria.

Os estagios de ISl variaram de 0 a 3. Os pontos 1F, 3F e 3B apresentaram 0s
maiores valores desses indices.

No ponto 3F, todas as fémeas intersexadas se encontravam no estagio 3 da
sindrome (Gréfico 03). Os pontos 1F, 2F, 3B, 8B e 8F apresentaram 0s estagios 2 e
3 de contaminacdo. A Unica ocorréncia do estagio 1 foi no ponto 7F, demonstrando
um gradiente evolutivo de contaminacdo, por apresentar todos os niveis de
contaminagdo encontrados. Os pontos de bacia, com excecdo do ponto 3,
apresentaram valores baixos para o nivel 3 de contaminacdo, havendo

predominancia do nivel 2 ou ndo apresentaram individuos contaminados.
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Gréfico 03. Valores de ISI encontrados nos pontos amostrais.
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Fonte: Elaboracao propria.

2F

(Gréfico 04). Desse modo, os resultados indicam que ambos os indices apresentam

sensibilidade necessaria para a populagao.

Gréfico 04. Correlacdo entre os valores de intersex (1%) e média de ISI. Resultados
do Teste de Spearman: r= 0,87; p<0,05.
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Fonte: Elaboracao propria.

Em relacdo a franja e bacia, devido a maior quantidade de individuos coletados,

ouve uma maior representatividade de fémeas intersexadas na franja (Grafico 05).
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Gréfico 05. Proporcao de individuos em relacéo a franja e bacia.
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Fonte: Elaboracao prdpria.

4.3 COMPRIMENTO DAS CONCHAS

Em relacdo ao comprimento das conchas, houve diferenca significativa entre os
pontos (p = > 0,005). Os individuos coletados nos pontos 2F, 4F e 6F apresentaram
maiores valores quando comparados aos valores registrados nos demais pontos
(Grafico 06).

Grafico 06. Valores médios de comprimento de concha encontrados nos pontos

amostrais.
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Fonte: Elaboracao propria.
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Em relacéo as diferengas encontradas nos comprimentos de conchas de machos e
fémeas, pode-se observar que as fémeas sao significativamente maiores que 0s
machos (Gréfico 07, Grafico 08, Tabela 02).

Graéfico 07. Distribuicao dos valores de comprimento de conchas de L. angulifera em
relacdo ao sexo.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Gréfico 08. Distribuicdo dos valores de comprimento de conchas de L. angulifera
para cada ponto amostral.
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Tabela 02. Resultados da ANOVA trifatorial utilizando os valores de comprimentos
de concha entre os pontos de amostragens e 0 sexo. F: valor do teste; p:
probabilidade associada ao valor do teste; a = 0,05.

vae  foede Gmste p g
Comprimento da Pontos 7 25.64 >0,001 5<8=7=6=1<2,3,4
concha
Sexo 1 9,13 0,003 Fémea > Macho
Parcela 1 47,8 >0,001 -

Fonte: Elaboragéo propria.

Os comprimentos de conchas de fémeas intersexadas foram maiores que os das
fémeas normais, sendo os valores de média e desvio padrdo 27,56 + 3,06 e 26,16 *
4, 67 respectivos (Gréfico 09).

Grafico 09. Média e desvio padrédo para os valores de comprimento de concha de
fémeas normais e intersexadas.
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Fonte: Elaboracéo propria.
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N&o foram encontrados individuos em quatro parcelas, sendo trés na bacia e uma
na franja, apesar da presenca de arvores de Laguncularia racemosa e Rizophora
mangle. Os Littorinidae, em geral tem preferéncia por substratos de folha e casca de
arvores (REID, 1986), o que pode influenciar na presenca ou auséncia do individuo,
uma vez que ndo ha ocorréncia de folhas em niveis mais baixos de bosque de
Rizophora. Esse resultado ndo indica auséncia do contaminante, uma vez que o

mesmo nao pode ser medido devido a auséncia do bioindicador.

A razao sexual encontrada nos pontos 2F, 6F, 6B, 7B e 8F foi menor que 1,0,
indicando um desvio para fémeas de acordo com Birchenough et al. (2002). A razéo
sexual encontrada para L. littorea (1:1) (de WOLF et al., 2004) foi observada nesse

estudo para L. angulifera no ponto 1F.

Os maiores valores de percentagem de intersex foram encontrados préximos a
abertura do canal da passagem (Parcelas 2F, 3B e 3F), no meio desse mesmo canal
(1F); ao Bairro Santo Anténio (7F) e no canal do porto, proximos ao Morro do
Penedo (8F e 8B). Possivelmente as embarcacOes presentes nessas areas
continuam usando tintas anti-incrustantes a base de TBT, justificando esses
resultados. Resultados semelhantes foram encontrados por Minchin et al. (1996), De
Wolf (2001), De Wolf (2004), Broeck et al. (2007) e Broeck et al. (2009) os quais

observaram um elevado input de TBT em areas portuarias e urbanizadas.

Os baixos valores de percentagem de intersex encontrados nos pontos 4F, 5F, 6F,
6B e 7B podem ser explicados pela baixa atividade de transporte nesses locais. A
hidrodindmica do local também influencia nesses resultados. O canal com maior
influéncia é o Rio Santa Maria, com vazéo de 15,7 m3/s (VERONEZ JUNIOR et al.,
2009), enquanto os outros canais contribuem com menos de 3 m3/s. Como o TBT se
acumula rapidamente no sedimento (LANGSTON; POPE, 1995), a baixa

ressurgéncia no local também explica os baixos valores de intersex encontrados.

Cabe ressaltar que quase todas as fémeas coletadas, que apresentavam a
sindrome, estavam estéreis, uma vez que, segundo Bauer et al. (1995), a partir do
estagio 2, a ma formacao morfolégica do oviduto inibe a formacdo da cépsula e a

copula.

No estagio 3 (encontrado nos pontos 1F, 2F, 3F, 3B, 7F, 8F e 8B) ocorre uma

substituicdo total do oviduto palial por uma glandula prostatica, impedindo a
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alimentacéo extra-embriénica dos ovos e a formacéo das capsulas de ovos, levando
a faléncia reprodutiva (BAUER et al., 1997; COSTA, 2012). A ocorréncia desses

estagios indica populacdes em risco de extincdo, mesmo que localmente.

Comparando com a literatura, os maiores valores de ISI encontrados no presente
estudo (ISI 2,1) sdo semelhantes aos encontrados por Bauer et al. (1997) (ISl > 3,0)
para L. littorea, menores que os encontrados por Costa em 2012 (ISl 3,0) para L.
angulifera, proximo a areas portuarias, e Van den Broeck (2009) (ISI 3,52) (L.
littorea) e maiores que os encontrados para a mesma espécie coletados em Portugal
(ISl 0,5) (BARROSO; MAREIRA; GIBBS, 2000), Irlanda (IS! 1,60) (MINCHIN et al.,
1997), Holanda (ISI 1,40) (BROECK et al., 2007) e na Noruega (ISI 1,92) (BROECK

et al., 2009) em areas portuarias.

Assim como o resultado encontrado por Costa (2012) para a baia de Vitéria, os
valores de intersex foram bastante varidveis, sendo encontradas populacdes
saudaveis (pontos 4F, 5F e 7B). A distancia das principais fontes de TBT pode ter
contribuido para esses resultados, entretanto, a ocorréncia de alguns ancoradouros

na regido podem justificar a ocorréncia de intersex em alguns desses pontos.

A correlagao positiva entre os valores de ISI e 1% encontrados neste estudo indicam
gue ambos os indices apresentam sensibilidade necessaria para avaliar o nivel de
contaminagcdo por TBT e suas consequéncias para a populacdo. Entretanto, de
acordo com Bauer et al. (1997), o ISI € um indice mais adequado para avaliar a
capacidade reprodutiva de uma populacdo do que a percentagem de intersex (1%),

uma vez que o ISI permite avaliar a percentagem de esterilidade.

Os individuos coletados nos pontos 2F e 4F, localizados em areas de manguezal
mais preservadas, apresentam maiores valores de comprimento de concha quando
comparados com os valores registrados nos demais pontos. Possivelmente, a
melhor condicdo desse ecossistema, representado por arvores mais desenvolvidas,
com maior disponibilidade de substrato e de alimento para L. angulifera, pode ter
contribuido para esse resultado, uma vez que nos pontos onde o bosque de

manguezal ndo era tdo desenvolvido, os individuos foram menores (Tabela 4.1).

Van den Broeck et al. (2009) verificou que individuos de &reas mais severamente
afetadas pela contaminagdo por TBT tinham conchas maiores e mais pesadas,

quando comparados com individuos de ambientes saudaveis. E possivel confirmar
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isso nesse estudo, uma vez que as fémeas intersexadas apresentavam

comprimentos de concha maiores que as fémeas normais.
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CONCLUSOES

Espécies da familia Littorinidae sdo mais tolerantes a altos niveis de contaminagéo
por TBT (OEHLMANN et al., 1998). Entretanto, os resultados obtidos nesse estudo
indicam que L. angulifera também é um sensivel bioindicador e pode ser usado
como espécie sentinela para esses compostos, especialmente em regibes onde
outros Neogastrépodes ndo estdo presentes, como 0S manguezais, ou que
apresentam niveis consideravelmente mais altos de TBT. Além disso, por ser uma
espécie amplamente distribuida e de facil coleta, torna-se uma excelente escolha

para monitorar a contaminacdo por TBT em pareas de manguezal.

Os resultados obtidos, com altos niveis de intersex, indicam que a baia de Vitoria e
0s municipios de Serra, Vila Velha e Cariacica estdo sendo afetados negativamente

pela presenca de COE’s.
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