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Resumo

A partir da década de 1960 compostos organicos de estanho (COEs) como o
Tributilestanho (TBT) e o Trifenilestanho (TPT) passaram a ser aplicados as tintas para
evitar incrustacdo por organismos em estruturas submetidas ao contato direto e prolongado
com a agua do mar. Apesar da elevada eficiéncia das tintas antiincrustantes a base de
COEs, uma série de estudos verificaram sua acdo danosa sobre a biota marinha e estes
vem sendo restringidas e substituidas no mundo todo. No Brasil ndo existe legislacao
pertinente a utilizagdo de tintas antiincrustantes. Portanto, é imprescindivel a geracédo de
dados ecotoxicolégicos com espécies nativas, visando estabelecer limites seguros de
concentragcfes que garantam a qualidade ambiental das aguas, principalmente das regides
portuarias O presente trabalho objetiva avaliar a sensibilidade da espécie de microcrustaceo
Mysidopsis juniae frente a exposi¢cao aos compostos tributilestanho (TBT) e trifenilestanho
(TPT) através de ensaios de toxicidade aguda, a fim de avaliar se esta espécie pode ser
utilizada em monitoramentos ambientais e para contribuir para a definicdo de limites seguros
destes compostos em aguas brasileiras. As solucdes de TBT e TPT foram preparadas nas
concentracdes de 0, 001; 0,01;0,1; 1,0 e 10,0ug L™ A CL50 — 96h (concentracéo letal para
50% dos individuos em 96 horas) foi calculada pelo método Trimmed Spearman Karber, e
os valores encontrados foram de 2,05 (1,52 — 2,78) pg L™ para TBT e de 2,98 (2,27 — 3,91)
ug L' para TPT. Estes resultados serviram para comprovar que O MiCrocrustaceo
Mysidopsis juniae possui uma alta sensibilidade aos compostos Tributilestanho (TBT) e
Trifenilestanho (TPT), podendo ser usado em monitoramentos ambientais e irdo contribuir
também, juntamente com a realizacdo de novos ensaios que garantirdo uma maior
confiabilidade no nosso estudo, como dados importantes na realizagdo de uma nova

resolucao com base em espécies nativas e limites condizentes com a realidade brasileira.

Palavras-chave: Toxicidade Aguda; Organoestanicos; Mysidopsis juniae.
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1. INTRODUCAO

Varios sdo os grupos de compostos quimicos conhecidos e que apresentam
potencial impactante para o ambiente. Estima-se que mais de 70.000 compostos
organicos sintéticos sdo utilizados atualmente nos mais diversos bens de consumo
(SCHWARZENBACH et al.,1994) . E sabido que uma parcela significativa desses
compostos acaba por chegar ao ambiente provocando uma variedade de problemas
aos ecossistemas. Nesse contexto 0os oceanos acabam por representar o grande
sorvedouro de boa parte desses compostos refletido claramente a situacdo da
poluicéo global.

Dentre os diversos grupos de contaminantes organicos presentes em
ecossistemas aquaticos despontaram nos ultimos anos os biocidas utilizados como
principio ativo de tintas antiincrustantes. Essas tintas foram desenvolvidas com a
finalidade de prevenir a incrustacdo em cascos de embarcacgdes e em estruturas que
necessitam estar em contato com a agua do mar. Varios compostos tém sido
utilizados como componentes ativos dessas tintas, entre eles podemos citar: o 6xido
cuproso, o oxido de zinco, o tributilestanho, o trifenilestanho e mais recentemente o
irgarol, o diuron, o clorotalonil, entre outros (ALMEIDA et al.,2007).

Diversos estudos tém sido realizados nas mais diversas areas no intuito de
avaliar o impacto provocado por compostos biocidas oriundos de tintas
antiincrustantes, tais como determinacées quimicas da quantidade desses
compostos presentes em matrizes ambientais como agua, sedimentos e biota
(ALMEIDA et al.,2007; ANTIZAR-LADISLAO,2008). Adicionalmente, avaliacbes da
toxicidade desses compostos sobre diversos organismos - teste vém também sendo
realizadas (APPEL, 2004). Com base nos resultados obtidos por esses estudos foi
possivel criar legislacdes restringindo e/ou proibindo a comercializacao, aplicacédo e
utilizacéo desses compostos (CASTRO et al., 2006) . Dentre 0s compostos que vém
recebendo mais atencdo destacam-se 0s organoestanicos (tributilestanho-TBT e
trifenilestanho-TPT) (EVANS, 1999).



Na América do Sul, entretanto, poucos sao os estudos disponiveis sobre o
assunto, o que resulta na quase inexisténcia de legislagbes ambientais que
abranjam compostos utilizados como biocidas em tintas antiincrustantes. No Brasil, a
resolucdo CONAMA-357 estabelece limites apenas para o tributilestanho na coluna
de agua, porém os limites estabelecidos por essa resolucao nao foram baseados em
testes de toxicidade realizados com espécies nativas.

Objetivo

O presente trabalho objetiva avaliar a sensibilidade da espécie de
microcrustaceo Mysidopsis juniae frente a exposicdo aos compostos tributilestanho
(TBT) e trifenilestanho (TPT) através de ensaios de toxicidade aguda, a fim de
avaliar se esta espécie pode ser utilizada em monitoramentos ambientais e para
contribuir para a definicdo de limites seguros destes compostos em Aaguas
brasileiras.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Toxicologia Aquatica

O crescente acumulo de substancias no ambiente marinho tem causado
efeitos toxicos para a biota e comprometido o equilibrio dos ecossistemas. Além
disso, os compostos téxicos podem ser acumulados e transferidos através da cadeia
alimentar fazendo com que a contaminacéao represente riscos para o homem.

A toxicologia aquatica estuda os efeitos de substancias quimicas
manufaturadas e de outros materiais, antropogénicos ou naturais, sobre organismos
aquaticos. Esses efeitos, em nivel de organismo, podem ser letais a curto e longo
prazo, e sub-letais, tais como mudanca de comportamento, alteracées do
crescimento, da reproducdo, da tomada de alimento e outros. O potencial toxico
dessas substancias pode ser avaliado através de ensaios de toxicidade, que sédo
métodos padronizados utilizados para avaliar a capacidade inerente de uma dada
substancia ou amostra ambiental de causar efeito deletério a organismos vivos.
Esses ensaios podem avaliar, em um primeiro momento, a toxicidade aguda para
organismos, isto €, a capacidade na qual os efeitos observaveis aos organismos-
teste ocorrem em curto espaco de tempo (NASCIMENTO et al.,2002).

Estudos toxicol6gicos do ambiente podem ser principalmente caracterizados
como toxicologia ambiental. Esses estudos sdo normalmente realizados de forma
independente de consideracfes ecoldgicas (CHAPMAN, 2002a) . A apreciacao da
ecologia € geralmente extrinseca, e ndo intrinseca ao estudo toxicoldgico. Em outras
palavras, 0s ensaios sao, em muitos casos, conduzidos com organismos que podem
ser facilmente obtidos, cultivados e testados, visando obter dados preliminares
guanto a toxicidade de substancias puras ou misturas complexas de quimicos sobre
organismos representativos da biota. O significado ecologico dos testes com
organismos costumava ser uma consideracao secundaria nesse tipo de estudo.

Entretanto, estdo ocorrendo mudancas paradigmaticas, onde aspectos
ecoldgicos e toxicologicos sdo também avaliados conjuntamente de modo que a

ecotoxicologia esta assumindo uma importancia crescente (CHAPMAN, 2002b).
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Avaliagbes ecotoxicolégicas auxiliam o gerenciamento dos recursos
hidricos, uma vez que fornecem informacdes a respeito dos impactos causados pela
contaminacgdo. Estes estudos séo instrumentos Uteis para avaliar a eficiéncia das
medidas adotadas, que visam a eliminacdo ou reducdo dos efeitos de determinadas
atividades ao ambiente (NASCIMENTO et al., 2002).

Recentemente, a Ecotoxicologia tem fornecido subsidios para a integracao de
informag¢des ambientais. Esta ciéncia multidisciplinar utiliza-se de conhecimentos
provenientes da quimica, farmacologia, bioquimica, fisiologia, biologia, ecologia,
geologia, estatistica, direito, engenharia, e outras (AZEVEDO et al., 2004) podendo
integrar diferentes informacdes com base no peso de evidéncias (ABESSA, 2002) .

2.2 Ensaios de toxicidade

Um ensaio de toxicidade é um método, utilizado para avaliar a capacidade
inerente de uma dada substancia, ou amostra ambiental, em causar efeito deletério
a organismos vivos, sendo eficiente instrumento de avaliagdo de &gua e/ou
sedimento (NASCIMENTO et al.,, 2002). Pode ser definido como um ensaio,
realizado sob condigbes controladas, nos quais organismos previamente
selecionados sao expostos aos contaminantes de interesse, sendo avaliada entdo a
resposta dos organismos a essa exposi¢ao, apés um periodo definido. Nos ultimos
anos, 0s ensaios ecotoxicolégicos tém ganhado grande atencd@o e importancia por
parte da comunidade cientifica, pois permitem estimar tais efeitos, fornecendo um
significado biolégico aos dados quimicos e complementando de forma eficiente os
estudos de contaminagédo (RACHID, 1996).

2.3 Compostos Organoestanicos (COESs)

Os COEs apresentam a formula geral RnSnX.n), onde R € um grupo alquil ou
aril, X € uma espécie anibnica, como cloreto, 6xido, hidréxido ou outro grupo
funcional, e n varia de 1 a 4, estes compostos séo caracterizados pela presenca de
uma ou mais ligacdes estanho-carbono (GODOI et al., 2003). Os organoestanhos
possuem uma série de propriedades e aplicacbes, dependendo do numero de
ligacbes Sn-C. Os compostos tetraorganoestanicos (RsSn) ndo possuem atividade
biolégica significativa e sua maior aplicacdo € como precursor para outros

compostos organoestanicos em processos industriais. A atividade biolégica méaxima
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ocorre nos compostos triorganoestanicos (n = 3) que sao utlizados
comercialmente como biocidas em vérias areas (LUDGATE, 1987).

As aplicacdes industriais de compostos organicos a base de estanho sao
conhecidas desde a década de 1920, quando os mesmos eram utilizados como
fluido para transformadores e capacitores. No decorrer da década de 1960, o uso de
organometdlicos derivados do estanho difundiu-se bastante. Sendo utilizados,
sobretudo como estabilizadores na produgéo de Cloreto de Polivinila (PVC) e como
catalisadores de diversos processos industriais. Apesar das propriedades biocidas
de organoestanicos como o Tributilestanho (TBT) e o Trifenilestanho (TP T) terem
sido descobertos ainda na década de 1950, seu emprego em pesticidas,
principalmente acaricidas e fungicidas, e como componente ativo de tintas de acao
antiincrustante sé se tornou comum na década de 1970 (LUDGATE, 1987; OYEWO,
1989; SCHATZBERG, 1987) .

Tintas antiincrustantes a base de TBT e TPT foram utilizadas em estruturas
submetidas ao contato direto e prolongadas com agua do mar, principalmente
cascos de embarcacdes, estruturas destinadas a aquicultura, instalacdes oceéanicas
e de dutos submarinos (CHAMP, 2000).

A importancia da utilizacao de tintas antiincrustantes reside no fato de que
estruturas submetidas ao contato com a agua do mar rapidamente se transformam
em substrato para uma grande diversidade de organismos marinhos referidos
genericamente como incrustantes (“fouling”) (Figura 1). A bioincrustagcéo provocada
€ extremamente prejudicial para embarcacdes, uma vez que a comunidade aderida
eleva o atrito do casco com agua levando a uma maior exigéncia da poténcia dos
motores e consequentemente a uma elevacdo no consumo de combustivel e nos
custos da viagem. Nesse aspecto, estimativas indicam que uma camada incrustante
de apenas 100um pode elevar o consumo de combustivel de uma embarcacéo em
até 6% (LIU et al.,1997) . No passado, esse problema foi combatido revestindo-se o0s
cascos das embarcacdes com folhas de cobre e somente na década de 1960, o TBT
passou a ser usado para essa finalidade (TEN HALLERS-TJABBES, 1997).

Rapidamente tintas a base de TBT passaram a ser empregadas por um
grande numero de embarcacdes, chegando durante a década de 1980 a revestir 0s
cascos de 90% de todos os navios construidos no mundo. Nessa época 100% dos

grandes navios da frota mercante do Japéao utilizavam tintas desse tipo (LUDGATE,
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1987). Devido a grande eficiéncia das tintas a base de COEs o periodo entre

docagens aumentou drasticamente, e com iSso, 0S custos de manutengdo com as
embarcagbes diminuiram (TEN HALLERS-TJABBES,1997). No periodo
compreendido entre os anos de 1990 e 2003, apesar das restricbes devido a sua
alta toxicidade, estima-se que 70% dos navios do mundo ainda o utilizavam sob a
forma de copolimero, liberando em média 4ug/cm?2 de tributilestanho diariamente na
dgua do mar (SWENNEN et al.,1997) provocando uma série de danos aos

ecossistemas marinhos.

Figura 1 - Comunidade bioincrustante (“Fouling”) em casco de embarcacéo.
2.4 Compostos Organoestanicos no Ambiente Marinho

Devido ao fato dos Compostos Organicos de Estanho (COESs), tais como o
TBT e o TPT, serem utilizados principalmente em tintas antiincrustantes, areas onde
o fluxo de embarcacdes € intenso, principalmente terminais portuarios, marinas e
estaleiros apresentam-se normalmente impactadas por esses compostos. (BRYAN e
LANGSTON, 1992; CLARK et al.,1988) .

! Web FURNAS. Disponivel em:
<http://www.furnas.com.br/meioambiente_mexilhao2.asp.>Acesso em: 24 out.2008.16: 30: 30.
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De modo geral, esses compostos séo liberados a partir dessas estruturas

e chegam ao meio marinho onde sofrem processos de natureza fisica, quimica e
biologica (Figura 2). Esses processos interferem diretamente sobre as
concentracdes de organoestanicos encontrados na coluna d’agua e nos sedimentos
marinhos. Entre os processos de natureza fisica, podemos ressaltar o transporte, a
dispersdo e a diluicdo. O transporte dependera, via de regra, dos padrdes de
circulacdo observados na area e pode ser responsavel pela presenca do composto
em éareas relativamente distantes da fonte (ANTIZAR-LADISLAO, 2008).

~—~
49 "=
| PROCESS0S FiSICOS I DISPERSAO

FOTODISSOCIAGAD

- PROGESSO0S QUIMIC0S
| DEPOSIGAD | I{ Apsorgi o

1 { ASSIMILAGAD POR ORGANISMOS

TRANSPORTE (impactos longe da area fonte)

PROCESS0S BIOLOGICOS " .
I DEGRADAGAO MICROBIANA (DETOXIFICAGAOD )

v

SEDIMENTOS

Figura 2 - Ciclo simplificado dos Compostos Organoestanicos (COES) em ambientes

marinhos.

Diversos fatores abidticos como a radiacdo UV, radiacdo gama e
temperatura e também fatores bidticos como a biodegradacdo bacteriana sdo
responsavel pela transformacdo dos compostos organoestanicos originando
compostos progressivamente mais simples e menos téxicos. No caso do TBT, sdo
formados o DBT (dibutilestanho) e o MBT (monobutilestanho) por desbutilagéo,
enquanto que a desfenilacdo do TPT da origem ao DPT (difenilestanho) e MPT
(monofenilestanho) (Figura 3). A Ultima etapa do processo seria a formacédo do

estanho inorganico que praticamente nao é téxico (CLARK et al.,1988).
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cisn chSn
’/J ‘\j L\; Cl;Sn T N
Tributilestanho (TBT) Dibutilestanho (DBT) Monobutilestanho (MBT)

O/Snb G/S{O ®ismﬁ

Trifenilestanho (TPT) Difenilestanho (DPT) Monofenilestanho (MPT)

Figura 3 - Tributilestano e Trifenilestanho e seus respectivos produtos de
desbutilacéo e desfenilacdo (formas cloradas).

Estudos realizados por Clark et al. (1988), sugerem que o TBT apresenta
uma degradacao rapida (10 a 15 dias) quando na coluna d’agua, entretanto, outros
estudos mostraram que quando associados aos sedimentos anéxicos superficiais a
sua meia vida (300 dias) aumenta substancialmente (DOWSON et al.,1996). Esse
fato, aliado a grande afinidade dos COEs por material particulado torna os
sedimentos marinhos um depdésito natural e conseqiientemente uma fonte potencial
destes compostos para a coluna dagua (CLARK et al.,1988; MORA e
PHILLIPS,1997). Esse processo € particularmente importante no caso das
dragagens costumeiramente realizadas em areas portuarias no intuito de facilitar o

acesso das embarcacgdes aos cais de atracacao.
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2.5 Toxicidade dos Compostos Organoestanicos

Como o TBT ¢€ liberado gradativamente das pinturas antiincrustantes, esse
composto acaba por provocar efeitos toxicoldgicos em organismos nao alvo, isto €,
organismos marinhos que n&o compdem necessariamente a comunidade
bioincrustante. A cerca disso, existem diversos estudos que comprovam esses
efeitos toxicolégicos (DAVIES e MCKIE, 1987).

O primeiro caso onde se comprovou a acao toxica do TBT em organismos
nao-alvos foi observado em 1975, na Franca com uma queda na producédo de certos
cultivos no molusco bivalve Crassostrea gigas que conviviam em uma area cercada por
marinas e pequenos portos na baia de Arcachon (ALZIEU et al.,1982;
ALZIEU,2000). Nesses animais, observou-se uma diminuicdo do nimero de jovens
recém fixados, anomalias de desenvolvimento nas larvas e as conchas de individuos
adultos passaram a apresentar o fendmeno do “balling”, formacdo de septos entre
as camadas de carbonato de calcio depositadas, que confere um formato
arredondado as valvas e afetando o valor comercial destes animais (RUIZ et al.,
1996; STEPHENSON et al.,1986; WALDOCK et al., 1995). Cultivos de Mitillus edulis
(BEAUMONT e BUDD,1984; STEPHENSON et al.,1986), Pecten maximus (PAUL e
DAVIES,1986), Perna viridis (KAN-ATIREKLAP et al.,1997; PRUDENTE et al.,1999) ,
Crassostrea gigas (WALDOCK, THAIN, and WAITE1995; WALDOCK et al.,1999) e do
gastropode Chorus giganteus (GOODING et al.,1999) em diferentes locais do mundo
também tém sofrido com a acéo téxica do TBT, causando principalmente inibicdo do
crescimento e aumento das taxas de mortalidade durante os cultivos.

Estudos realizados com aves marinhas, algumas das quais de
comportamento migratério, que se alimentam principalmente de peixes e
invertebrados marinhos, revelaram quantidades significativas de organoestanicos no
figado e nos rins desses animais. Em aves, 0os compostos organoestanicos
provocam, sobretudo, a imunossupressao tornando- as mais vulneraveis a uma série
de moléstias (GURUGE et al.,1997).
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Estudos mais recentes constataram que uma conhecida espécie de
faner6gama marinha, a Ruppia maritma, que € encontrada em ambientes
contaminados, apresenta reducdo de 60% na sua atividade fotossintética, além de
alteracbes na taxa respiratéria e no crescimento, quando exposta ao TBT(JENSEN
et al.,2004).

O grau de toxicidade a um determinado contaminante € diferente em cada
organismo, por isso, varias espécies sao selecionadas para demonstrar sua
sensibilidade. Esses organismos sdo chamados de organismos teste e ajudam a
avaliar quais os efeitos um composto pode causar na sua populacdo e no meio em
gue ela vive. A toxicidade dos COEs, mesmo em concentracdes muito baixas, foi
observada em organismos de diferentes regides do Mundo(DIMITRIOU et al.,2003b;
VAN WEZEL e VAN VLAARDINGEN,2004).

Sidharthan, (2002) , demonstrou, através de ensaios ecotoxicolégicos que o
TBT pode afetar o crescimento e a producédo de clorofila na alga Nannochloropsis
oculata. Ohji (2005) também observou efeito agudo de TBTCI sobre 5 espécies de
caprelideos, enquanto que estudos com espécies de ouricos verificaram efeitos
deletérios dos COEs sobre sua reproducdo, afetando seus ovos e embrides
(KOBAYASHI e OKAMURA, 2002; MARIN et al.,2000).

2.7 Legislagao

As primeiras acdes regulatorias e legislativas de gerenciamento de riscos
para o tributilestanho (TBT) foram adotadas na Franca em 1982, em razdo do
impacto do TBT sobre ostras comercialmente cultivadas na baia de Arcachon
(Crasostrea gigas). Em 1982, os franceses baniram a aplicacdo de tintas
antiincrustrantes contendo TBT em cascos de barcos menores que 25m. Essa
regulamentacao foi baseada no fato de que os barcos pequenos ficam muito tempo
nos atracadouros e proximos da costa, onde o TBT liberado se acumula no
sedimento, enquanto que os grandes barcos e navios passam a maior parte do
tempo em alto mar, resultando na diluicdo do biocida em um grande volume de agua
(ALZIEU, 2000). Como consequéncia, foi observada uma diminui¢do significativa
nas concentracdes de COEs nas aguas da baia de Arcachon, além de um aumento
significativo na producdo de ostras e diminuicdo na deformagdo das conchas
(ALZIEU, 2000).
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Os britanicos, similarmente, observaram os impactos sobre as populacdes
de ostras que habitavam &reas de intensa atividade nautica. Dessa forma, o governo
inglés introduziu, em 1985, regulamentacdes para impedir a venda de tintas de TBT
contendo mais de 7,5% de estanho total em copolimeros ou 2,5% de estanho total
como estanho livre, ou com uma taxa de liberagdo maior que 4 pg.cm=2. Juntamente
com essas regulamentacgdes, a Inglaterra estabeleceu uma concentracao limite na
agua de 20 ng. L™ com o objetivo de proteger seus recursos marinhos. Em 26 de
fevereiro de 1987, oficiais do departamento de Meio Ambiente Britanico
determinaram a reducdo da concentracdo limite para 2 ng.L” e a suspenséo do
fornecimento de tintas antiincrustantes contendo TBT para o uso em barcos
menores de 25 m (CHAMP, 2000)

Em 1996, o Comité de Protecdo do Ambiente Marinho das Nacdes Unidas
(MEPC) redigiu uma proposta sugerindo a retirada gradual das tintas a base de TBT
nos 10 anos seguintes, culminando no banimento global em 2006. Apesar dos
apelos de varios grupos ambientais e de certos paises como o Japéao (o qual baniu a
tinta dos cascos dos seus navios em 1992), essa proposta ndo obteve a adeséo de
um numero suficiente de paises (ALMEIDA et al.,2007). A Organizacdo Maritima
Internacional (IMO) entdo, redigiu uma nova proposta proibindo a aplicacdo de tintas
a base de TBT em quaisquer embarcacfes a partir de 2003. Embarcacdes que
haviam sido pintadas antes dessa data poderiam permanecer com seu revestimento
até a data limite de janeiro de 2008, quando nao seria mais permitida a presenca de
TBT em tintas antiincrustantes.

Embora a determinacdo para banimento global do TBT em tintas
antiincrustantes tenha entrado em vigor, trabalhos recentes atestam que essas tintas
continuam sendo utilizadas em paises em desenvolvimento. (SHIM et al.,2005) . A
falta de fiscalizacdo e a ineficiéncia das novas tintas antiincrustantes tem contribuido
para essa situacao (ALMEIDA et al.,2007).



19

No Brasil, entrou em vigor em margco de 2005, uma revisao da resolucao
do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) que discorre sobre as
condicdes e padrdes de qualidade de aguas. Nessa resolugcdo (CONAMA 357/2005),
as concentracdes maximas de Tributilestanho permitidas sdo de 10 ng.L™? para
aguas salinas de classe | e 370 ng.L™" para aguas salinas de classe Il (CONAMA
2005). Embora a implantacdo dessa legislacao represente um avanco, uma vez que,
anteriormente, as leis brasileiras desconheciam esse composto e 0s impactos por
ele gerados, acredita-se que € necesséria a realizacdo de estudos mais detalhados
em territdrio nacional para definir valores mais condizentes com nossa realidade, ja
que é sabido que concentracdes na ordem de 1ng. L™ ja s&o suficientes para induzir
impacto sobre popula¢des de organismos marinhos (ALZIEU, 2000).

2.7 Organismo-teste (Mysidopsis juniae)

Os misidaceos sdo pequenos organismos, pertencentes ao filo Crustacea, a
Superordem Pericarida e Ordem Mysidacea. Esses animais se assemelham aos
camardes e sdo conhecidos popularmente como camarfes-gamba, pois possuem
uma pequena bolsa na regido ventral (marsupio), cuja funcdo é armazenar ovos e
filhotes (BARNES, 1996a) . J4 foram descritas 780 espécies de misidaceos, sendo
gue as espécies marinhas vivem agregadas e associadas a algas e gramas tidais.
Esses animais constituem uma parcela importante da dieta de alguns peixes
(BARNES, 1996a).

A espécie Mysidoposis juniae foi descrita por Silva em 1979 (BARNES, 1996b).
Tratando-se de uma espécie epibentbnica de habito onivoro. Sua principal
caracteristica morfolégica que permite a distincdo de outras espécies pertencentes
ao mesmo género é o formato do télson, que apresenta um tubérculo distal no apice
(Figura 4). A espécie M. juniae é encontrada na Norma Brasileira (ABNT) de
Ecotoxicologia Aquatica/ Toxicidade aguda/ Método de ensaio com misidaceos
(Crustacea), tendo também seu préprio protocolo de testes (ABNT 2005).
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No Brasil, a utilizacdo de M. juniae em ensaios de toxicidade teve inicio em

1989 através de estudos relacionados a biologia (alimentacdo e ciclo de vida) e
determinacdo da sua sensibilidade ao zinco e ao dodecil sulfato de sddio (DSS).
Estes estudos resultaram na adaptacdo e padronizacdo da metodologia para os
ensaios de toxicidade aguda com essa espécie. Ensaios com misidaceos tém sido
utilizados no Brasil para a avaliacdo da toxicidade de produtos quimicos puros,
efluentes domésticos e industriais, petréleo e misturas petréleo/dispersante,
amostras ambientais, fluidos de perfuracéo, etc (NASCIMENTO et al., 2002).

Figura 4 - Organismo-teste Mysidopsis juniae (macho).
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3. METODOLOGIA

Os ensaios toxicologicos, bem como o cultivo dos organismos utilizados
foram realizados no Laboratério de Microcontaminantes Organicos e Ecotoxicologia
Aquatica - CONECO, situado no Instituto de Oceanografia da Universidade Federal
do Rio Grande-FURG.

A agua marinha utilizada nos cultivos e nos ensaios ecotoxicoldgicos (agua
de diluicdo) foi obtida da Estacdo Marinha de Aquicultura (FURG) coletada
diretamente do ambiente. Em laboratério, a dgua foi filtrada em cartuchos de 1 pm

de porosidade.

3.1 Cultivo de Mysidopsis juniae.

O cultivo foi mantido em sala climatizada sob condi¢cdes controladas de
temperatura (25°C) e fotoperiodo (12C: 12E) e continua aeracdo. Os organismos
foram mantidos em agua marinha filtrada (salinidade 35) e alimentados diariamente
com nauplios do microcrustaceo Artemia sp. com 72h de idade. Para a manutencao
da qualidade do cultivo, renovacdes de agua foram realizadas semanalmente.

A manutencdo de Mysidopsis juniae €m cultivo exigiu o cultivo paralelo com o
microcrustaceo Artemia sp. Esse cultivo foi iniciado para fornecer suporte na provisdo
diaria de alimento ao cultivo de M. juniae. As artemias foram mantidas em béqueres
de 100mL, enriquecidas com 6leo de peixe e 6leo de figado de bacalhau na
proporcao de 0,1mL de cada um dos 6leos por 100mL de agua de cultivo e 0,5g de
cisto de Artemia sp. (ABNT, 2005).
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3.2 Preparo das Solugdes dos Compostos Organoestanicos ( COEs)

As solucbes-estoque com concentracdo de 5 mg.L™* foram previamente
preparadas através da dissolucdo dos padrdes de Cloreto de Tributilestanho (TBT)
e o Cloreto de Trifenilestanho (TPT) de grau analitico obtidos da Sigma-Aldrich
(pureza > 98%) em acetona. Esse procedimento foi adotado em virtude da baixa
solubilidade desses compostos em agua.

As solugbes - padrao de trabalho de 0, 001; 0,01; 0,1; 1,0 e 10,0 pg. L?
foram obtidas a partir da diluicdo das solucdes-estoque em agua do mar natural
filtrada através de um filtro de porosidade 0.3 pum. Essas solucdes tiveram a
salinidade ajustada para 35 utilizando sal artificial com caracteristicas idénticas e
condicOes gerais dos cultivos. Todas as solucbes foram preparadas de modo a
concentragdo de acetona nao exceder 1% das mesmas. Testes preliminares
realizados com M. juniae ndo apresentaram efeito em concentracdes de até 5% de
acetona (ROSSATO, 2008 / informac&o verbal). 2

3.3 Lavagem do material utilizado

Toda vidraria utilizada foi lavada conforme o protocolo padrédo do
Laboratério onde € lavada inicialmente com agua da torneira, seguida por imersao
em detergente alcalino (4% v/v) por 24 horas e lavagens com agua da torneira (5x),
lavagem com acetona (5x), lavagem com agua da torneira (5x), lavagem com alcool
etilico (5x), lavagem com &agua da torneira (5x). Posteriormente € imerso em acido
nitrico (10% v/v) por 24 horas, seguido por uma lavagem com agua da torneira (5x)
e, finalmente, com agua destilada (5x).

2 Informac&o fornecida por M. ROSSATO através de uma comunicagdo pessoal no Laboratorio de
Microcontaminantes Organicos e Ecotoxicologia Aquatica - CONECO, situado no Instituto de
Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande-FURG, em agosto de 2008.



23

3.4 Ensaio de Toxicidade Aguda

Foi realizado um ensaio de toxicidade aguda com o misidaceo Mysidopsis
juniae para cada COE, baseado na norma ABNT-15308 2005. Foram selecionados
a partir do cultivo, organismos com idades entre 1 a 8 dias, sem distincdo de sexo.
Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, dez misidaceos foram colocados em
recipientes de vidro contendo 200mL de solucdo-padrédo de TBT e TPT nas
concentragbes de 0,001; 0,01; 0,1; 1,0 e 10,0 pg.L?. Os ensaios para TPT foram
realizados em triplicata enquanto que os ensaios para TBT foram realizados em
guadruplicata.Os ensaios tiveram duracao de 96h, e durante esse periodo foram
mantidas as mesmas condi¢des de cultivo com excecéo da aeracéao.

O efeito observado foi a mortalidade dos organismos, a qual foi expressa
pela auséncia de movimento mesmo apds estimulo fisico do animal e confirmada
através de observacdo a olho nu ou em lupa. A toxicidade das substancias-teste foi
expressa pela ClLso 96h, referente a concentracdo letal a 50% dos organismos
expostos ao final de 96 horas. Os valores de CLsp e 0s limites de 95% de confianga
foram calculados através do programa estatistico Trimmed Spearman-Karber
(HAMILTON et al.,1977).

Dados referentes a testes realizados com as substancias de referéncia
Dodecil Sulfato de Sddio (DSS) e Sulfato de Zinco foram obtidos a partir de outros
estudos realizados com a espécie M. juniae em nosso laboratério. Os referidos
estudos foram realizados com organismos oriundos do mesmo cultivo e nas mesmas
condicbes supramencionadas. Essas informacdes sdo fundamentais para garantir
gue os organismos utilizados estdo dentro de um padrédo de sensibilidade aceitavel
(IHARA, 2008).

Como critério de aceitabilidade, foram considerados apenas 0s ensaios em
gue a mortalidade no Controle foi igual ou inferior a 10% (ABNT 2005) .
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4.1 Tributilestanho (TBT)
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Ao final de 96 horas, as taxas de sobrevivéncia observadas para o ensaio

de TBT em cada concentracao foram de 100% para 0,001 pg.L* e 0,1 pg.L?2 ; 95%
10,0 pg.L?2 a
mortalidade foi total em todas as réplicas (Tabela 2). A CLsp encontrada foi de 2,05
Mg.L?2 e os limites de 95% de confianca foram de 1,52 e 2,78 pg.L?.

para 0,01 pg.L?; 85% para 1,0 pg.L2 e na concentracdo de

Tabela 1 - Taxa de sobrevivéncia de Mysidopsis juniae em diferentes concentracdes de

Tributilestanho (TBT).

TBT Sobrevivéncia (%)
Concentracdo Réplica Réplica Réplica Réplica o
w L‘l) A 5 c 5 Média
Controle 100 100 100 100 100
0,001 100 100 100 100 100
0,01 100 100 100 80 95
0,1 100 100 100 100 100
1 100 80 80 80 85
10,0 0 0 0 0 0




4.2 Trifenilestanho (TPT)

Para o TPT, ndo houve mortalidade nas concentracbes 0,001; 0,01 e 0,1
pg.L?, enquanto que na concentracdo 1,0 pg.L? a sobrevivéncia média foi de 90%.
Semelhante ao observado com TBT, houve mortalidade total na concentracdo de
10,0 pg.L2. As taxas de sobrevivéncia estdo expressas na tabela (Tabela 3). A CLsp
(96h) foi de 2,98 pg.L* com intervalos de 2,27 pg.L?2 e 3,91 pg.L?.

Tabela 2 - Taxa de sobrevivéncia de Mysidopsis juniae em diferentes concentracdes de

Trifenilestanho (TPT).

TPT Sobrevivéncia (%)
Concentracdo (u L) Réplica A RéplicaB RéplicaC Média
Controle 100 100 100
0,001 100 100 100
0,01 100 100 100
0,1 100 100 100
1 80 100 90
10 0 0 0

100
100
100
100
90
0
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5. DISCUSSAO

Conforme observado nos resultados, para TBT e TPT a faixa de
concentracbes onde se observou efeito téxico ficou entre 1 e 10 pg.L™! ndo tendo
sido observado toxicidade em concentracbes menores. Embora seja desejavel
realizar ensaios que abranjam concentracdes dentro desta faixa, os dados obtidos
permitiram calcular as CLsp para os compostos testados dentro de um intervalo de
confianca considerado aceitavel. De forma semelhante, outros estudos que
avaliaram toxicidade aguda de organoestanicos sobre microcrustaceos trabalharam
com faixas de concentrac6es com variacao de 10 vezes para cada nivel (OHJI et
al.,2005).

A CLsp observada no presente estudo (2,05 pg. L) para TBT se mostrou
consistente com resultados encontrados em um ensaio com 0 misidaceo M. juniae
(CLsp de 2,2 ug L2)( ROSSATO,informacao verbal)® e em um ensaio com a espécie
de misidaceo M. bahia ( CLsp 96 h de 2,0 pg L) (GOODMAN et al.,1988).
Adicionalmente os resultados obtidos em testes com as substancias de referéncia
Dodecil Sulfato de Sédio (DSS) e Sulfato de Zinco por IHARA, (2008), a qual utilizou
misidaceos oriundos do mesmo cultivo, mostraram que 0s organismos utilizados
encontram-se dentro do padrdo de sensibilidade aceitavel pela Environmental
Protection Agency (EPA 2002) uma vez que os coeficientes de variagdo ficaram
entre 22,8-26,1%, estando abaixo dos limites estabelecidos pela EPA que se
encontram entre 11 e 167%.

Comparando com os resultados obtidos, embora a diferenca observada
entre 0S compostos possa parecer pequena e ndo pode ser testada estaticamente, o
TBT (CLso 96h 2,05 pg.L™ )apresenta uma toxicidade ligeiramente mais elevada do
que o TPT(CLsy 96h 2,98 pg.L™Y). Uma maior toxicidade para o TBT foi também
observada em um estudo de efeitos sub-letais realizado com o molusco Haliots

gigantea, onde 100 ng.L™ de TBT foi capaz de induzir espermatogénese em 80% das

® Informacé&o fornecida por M. ROSSATO através de uma comunicacéo pessoal no Laboratério de
Microcontaminantes Organicos e Ecotoxicologia Aquatica - CONECO, situado no Instituto de
Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande-FURG, em agosto de 2008.
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fémeas, enquanto TPT nas mesmas condi¢cdes, induziu em apenas 50 %
(HORIGUCHI et al.,2002).

Ensaios ecotoxicolégicos onde os embrides do tunicado Styela plicata foram
expostos separadamente a 0,1uM. L' de TBT e TPT demonstraram uma maior
sobrevivéncia para TPT (81,6%) do que para TBT (65,2%) (CIMA et al.,1996a). Foi
verificado que a exposi¢cédo ao TBT e TPT, em suas formas cloradas, provoca atraso
do desenvolvimento embrionario e imunotoxicidade nesta espécie (CIMA et
al.,1996b). Similarmente, um estudo realizado com embrides do peixe Sparus aurata
constatou efeitos de toxicidade aguda maiores para TBT (CLso - 28,29 ug.L2) do que
para TPT (CLso - 34,17 pug L) (DIMITRIOU et al.,2003a). Embora uma boa parte
dos estudos descritos sejam avaliacdes de efeitos sub-letais dos triorganoestanicos,
pode-se verificar uma clara diferenca de toxicidade entre TBT e TPT, de modo que
os resultados obtidos no presente estudo vém a corroborar com o conhecimento de
gue o tributilestanho apresenta uma toxicidade superior a do trifenilestanho.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, M. juniae
apresentou-se como uma espécie apropriada para avaliacdo da toxicidade por
compostos organoestanicos devido sua elevada sensibilidade aos mesmos. Outros
estudos ecotoxicolégicos realizados com microcrustaceos reportaram valores de
CLso superiores aos obtidos para M. juniae no presente estudo. OHJI et al. (2002a),
por exemplo, encontrou CLsp de 17,8, 21,2 e 23,1 ug.L? para os Gammaridae Jassa
seatteryi, Cerapus erae € Eohaustorioides sp., respectivamente. No mesmo estudo, a CLsp
de TBT foi de 6,6, 4,6 e 5,9 ug.L? para os caprelideos Caprella equilibra, Caprella
subinermis, Caprella danilevskii, respectivamente, demonstrando que todas as espécies
mencionadas apresentam uma menor sensibilidade ao TBT do que M. juniae. Em
contrapartida, KWOK et al. (2005) reportaram uma CLsy de 0,149 ug L2 para o
copépode Tigriopus japonicus, demonstrando que essa espécie apresenta uma maior

sensibilidade ao TBT em comparagao a M. juniae No presente estudo (Tabela 3).
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Tabela 3 - Concentracao letal para 50% dos organismos (CL50) expostos ao
tributilestanho(TBT) observada em diversas espécies de
microcrustaceos.

Espécie (grupo) ClLso TBT Referéncia

(Hg L)
MysidopOsis juniae (Misidaceo) 2,05 Presente estudo
Mysidopsis bahia (Misidaceo) 2,0 (GOODMAN et al.,1988)
Tigriopus japonicas (Copépode) 0,149 (KWOK e LEUNG,2005)
Caprella equilibra (Caprelideo) 6,6 (OHJI et al.,2002b)
Caprella danilevskii (Caprelideo) 5,9 (OHJI et al.,2002b)
Jassa seatteryi (Gamarideo) 17,8 (OHJI et al.,2002b)
Cerapus erae (Gamarideo) 21,2 (OHJI et al.,2002b)
Eohaustorioides sp. (Gamarideo) 23,1 (OHJI et al.,2002b)

Com base na resolugdo do CONAMA 357/2005, as concentragcdes maximas
permitidas para tributilestanho sdo de 0,01 pg. L™ para 4guas salinas do tipo | e 0,37
ug.L ™ para aguas salinas do tipo Il. Levando em consideraco os resultados desse
trabalho, esses limites poderiam ser considerados seguros. Entretanto, estudos
envolvendo organismos pertencentes a outros niveis troficos devem ser realizados a
fim de comprovar essa hipotese uma vez que segundo diversos outros trabalhos,
alguns organismos podem apresentar efeitos deletérios em concentracdes inferiores
aos estipulados pela referida resolucéo.

As concentragfes de TBT e TPT em diversos ambientes aquaticos revelam
gue o microcrustaceo Mysidopsis juniae poderia ser uma espécie ameacada. AXIAK,
2000 realizou um estudo de impacto de TBT em Malta (no centro do Mediterréaneo) e
encontrou concentracdes entre 0, 005 e 3 pg.L™" em coluna d’agua, essa variacdo
quando relacionada com 0s nossos resultados revelam que o microcrustaceo
poderia sobreviver com uma CLspde 2,05 pg.L ™! para TBT mas a concentracéo de 4
ug.Lt, encontrada por KUEH, 2008 no sul da estacdo SM18 em um ambiente

marinho em Hong Kong, Mysidopsis juniae seria letal.
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No caso de uma analise dos resultados de TBT e TPT no presente estudo
com um estudo feito por CHI, 2004 que detectou em uma amostra de dgua doce
concentracdes de 10,0 ug.L™* para TBT e 4,4 pg.L™* de para TPT, o microcrustaceo
Mysidopsis juniae também nao iria sobreviver.

Flutuacdes sazonais nos niveis aquéticos de TBT sdo somente evidentes
em areas proximas a marinas. Em locais préximos a docagens, a concentracdo de
TBT na coluna d’agua sdo aumentados de acordo com o seu comprimento, de O,
050 pg.L* em 1m para 0,0096 e 0,29 pug.L' em 14 m. Isso sugere a possibilidade
de que no passado, esses locais junto a maioria dos estaleiros de reparacéo naval,
liberavam os butils que sdo encontrados na coluna de agua através de sedimentos
contaminados (KWOK, 2005). Portanto, os sedimentos servem como fonte de
contaminacao de organoestanicos na coluna d’agua, isso € demonstrado tanto em
sedimentos de agua doce como em &gua salgada. LEE, 2005 encontrou uma
concentracao de até 50 ng. g de TBT em sedimentos de agua doce no Rio Damsui e

330ng. g em um estuario em Taiwan.
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6. CONCLUSAO

A espécie Mysidopsis juniae demonstrou uma alta sensibilidade ao
Tributilestanho (TBT) e ao Trifenilestanho (TPT) nos ensaios ecotoxicol6gicos
agudos, comparados a ensaios realizados com outros organismos da literatura,
podendo ser utilizada regularmente em monitoramentos ambientais.

A realizacdo de outros ensaios também deve ser feita para gerar uma maior
confiabilidade nos resultados de tributilestanho e trifenilestanho para que estes
contribuam para a elaboracdo de uma nova resolugdo com base em espécies

nativas e limites condizentes com a realidade brasileira.
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