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RESUMO

O tributilestanho (TBT) € um componente tdxico com uso em diversos setores da
industria, desde biocida em cascos de navios, como estabilizadores em artigos de
plasticos de PVC. O meio aquético € o ambiente que mais sobre com a liberagéo
antropogénica dos organoestanhos, principalmente o TBT que tem sido
indiscriminadamente utilizado em pinturas de casco de grandes embarcagées com
liberagdo para a coluna de agua. Este trabalho foi realizando na Universidade Federal do
Parana no Departamento de Biologia Celular e Molecular, e o bioensaio se baseou em um
fotoperiodo foi de 12 h luz/ 12 horas escuro, dieta, temperatura e aeragio foram
controlados. 24 individuos foram distribuidos em 3 aquarios de 60 litros mantidos a
temperatura de 25° C +3. A espécie tropical Astyanax bimaculatus mostrou-se sensivel
ao TBT/6leo em exposigdo de 0,0688 lm.g/mg TBT, através de injegdes intraperitoneal,
seis vezes em intervalo de seis dias. Machos e fémeas nédo foram pré determinados
neste experimento. Analises de microscopia de Iuz, microscopia eletrdnica,
neurotoxicologia e hemograma foram procedimentos utilizados para andlises dos
individuos controle e contaminados. Apesar da dose subletal, o contaminante provocou
necroses no tecido hepatico, além de condensagdo da cromatina, presenga atipica de
corpos de lipideos no nucleo, degeneragdo celular e aumento do fluxo sanguineo,
alteragbes nas porcentagens de polimorfonucleares no sangue. As anadlises de
neurotoxicidade foram realizadas medindo a toxicidade a enzima acetilcolinesterase
retirada do musculo de grupos de individuos controle manuseio, controle 6leo e expostos
ao TBT/6leo. AlteragGes significativas ndo foram evidentes, apesar da curva de inibigdo
da enzima mostrar uma tendéncia ascendente. Corpos estranhos eletrondens’os e
amorfos, foram evidenciados no citoplasma de células hepaticas em todos os grupos
estudados, mostrando ndo estarem relacionados com a presenga do contaminante.
Através deste estudo, foi possivel detectar a toxicidade cronica do TBT, administrado
intraperitonealmente. Dentre os biomarcadores utilizados neste trabalho, os dados de
morfologia mostraram-se os mais eficientes. Com a identificagdo das lesGes hepaticas, o
figado foi considerado como um érgéo alvo importante para este tipo de contaminante.
Tanto para as andlises de hematologia como neurotoxicidade, ficou comprovado neste
trabalho que a amostragem precisa ser maior para assegurar a confiabilidade dos dados
neste tipo de avaliagéo. Ficou ainda definido que diferentes tipos de biomarcadores s&o
necessarios para que se possa fazer uma andlise mais precisa do efeito de determinado
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contaminante, uma vez que alguns parametros podem ser especificos para determinado

tipo de contaminante.
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ABSTRACT

Tin is widely distributed in nature and the widespread use of tributyltin (TBT) as an
ingredient of antifouling paints preservatives and biocide has led to serious environmental
contamination. Astyanax bimaculatus adult fishes, were acclimatized four weeks before
start the experiments. Laboratory conditions like 12-h light/12-h dark and 25°C tap water
were used. Groups of 6 individuals were fed daily in isolated glass aquaria. Two groups
were used as control (respectively handling and oil control) and one was exposed to
TBT/corn oil, used as vehicle. The dose was 0.0688 + 0.0031 ugTBT.g" each 6 days
during 30 days. Light and electron microscopy were used to investigate the morphological
effects of TBT on liver of A bimaculatus. To light microscopy the samples were fixed in
ALFAC and stained with Haematoxilin/Eosin. To transmission electron microscopy, the
specimens were fixed in glutaraldehyde 2.5%, paraformaldehyde 1.8%, 0.1 M cacodylate
buffer (pH7.2) and post fixed in 1% osmium tetroxide and embedded in
PoliEmbed812DER736 resin (Polysciences ®). A muscle fragment was excised and
stored at -20°C to determine the acethylcolinesterase activity. Blood smears were
obtained to morphology and differential white cells counting. The results showed severe
vacuolation of hepatocytes and nuclear alterations as irregular shape, chromatin
condensation, presence of intranuclear lipid vesicles and degenerative nucleus. The
acethylcolinesterase activity was not affected by TBT exposition. The increasing of
neutrophils may represent a citotoxic and stress conditions facilitating the invasion of
opportunist organisms. According to our data the corn oil used as vehicle to TBT
contamination it is able to interfere on hemograma analyzes but no on morphological
diagnostic of liver. TBT was confirmed as a powerful aquatic contaminant to fish and the
use of different biomarkers is essential to evaluate the effect of contaminants on organism
tests.
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1. INTRODUGAO

1.1. O ambiente aquatico

O nosso planeta tem nome errado. Ancestrais chamaram-no de Terra devido ao
solo que descobriam a sua volta, mas no entanto, 70,8% da sua superficie é recoberta
de agua (LEONARD, 1971). Em 1923, o quimico Oparin ressaltou a importancia da
agua quando destacou a sua presenga indispensavel para as primeiras moléculas
organicas, os coacervados, que se formaram a partir de fatores abidticos sob as
condicoes de uma atmosfera primitiva. Fato este comprovado na Universidade de
Chicago por Miller (ALLINGER, 1976) que através de seus experimentos, provou ser
possivel no ambiente aquatico, sob condicoes pré determinadas, as substancias
inorganicas virem a dar origem as moléculas organica (MOREL, 1997).

A importancia da qualidade do meio aquatico em nossas vidas reflete na
quantidade de 4gua que encontramos No NOSSO COrpo, ou seja, 70%. NIELSEN (1996),
referiu-se aos seres vivos como uma solugao aquosa envolta por membrana. O mesmo
autor cita que 1% dos 70,8% de superficie terrestre recoberta por agua é representado
por agua doce e complementa ressaltando que a vida no meio aquatico se dissemina
até a 10.000 metros de profundidade que da condigao imprépria a vida humana.
Analisando os seres vivos desde os autotréficos avasculares como as bridfitas até os
vasculares como as pteridofitas e fanerégamas — gimnospermas e angiospermas, agua
tem seu papel no transporte da seiva bruta para a composicdo da seiva elaborada,
assim como no encontro de um anterozéide com a oosfera para a formagao de um
novo ser autotréfico. Para os animais, a dependéncia do ambiente aquatico € relevante
desde os invertebrados parazoarios como os poriferas, até os artiozoarios placentarios
como o homem, cuja a evolugdo lhe forneceu o amnio, uma membrana que 0
enclausura em um ambiente aquatico para que suas células terminem a diferenciagao
em tecidos e 6rgaos.

A importdncia dos oceanos, rios e lagos se da nao s6 pela vida que neles
contém e que nos servem de alimento, mas na influéncia da temperatura da Terra e
pelo poder de dissolugdo de outros complexados orgénicos e inorganicos (ANGEL,
1971), tal como nao se pode deixar de destacar aqui, a relagdo homeostase do
organismo frente as propriedades fisico-quimicas da agua encontrados no meio



aquatico externo que se repetem nos seus fluidos extra e intra citoplasmaticos
(ALBERTS, 1994).

1.2. Poluigao do ambiente aquatico
Desde as primeiras reagoes quimicas que fizeram diferenciar um ser vivo do
meio nao vivo e cujo os residuos metabolicos do mesmo foram expelidos para o meio

ambiente, comecou-se a partir deste fendmeno o processo de poluicdo do meio
aquatico por fatores bioticos.

Para o homem, poluicdo nos ambientes aquaticos tem sido o paradigma que
ronda a alma do seu desenvolvimento. Contemporaneamente, faz parte dos noticiarios
os derramamentos de 6leo da Petrobras, que leva a morte de milhares de organismos
aquaticos e gera sem calculos possiveis, perdas para a sociedade humana no aspecto
nutricional e nas relagoes diretas na interagao bidtico/abidtico.

De acordo com STANLEY (1991), dentre os poluentes possiveis de serem encontrados
no ambiente aquatico encontramos:

Poluentes i morgamcos

Poluentes orgamcos k :
Resnduos de petréleo TR
Detergentes 1 o
Sedlmentos |

PesthIdas

Residuos metabéhcos de algas

Acndez alcahmdade, sahmdade (em excesso)

Além dos componentes citados acima, 0s oceanos, segundo Leonard (1971), em
seus 1.375 milhdes de quildmetros cubicos de agua é fonte natural dos seguintes
componentes quimicos citados abaixo na TABELA |, dos quais alguns podem se
destacar como poluentes naturais:
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TABELA | . A tabela abaixo fornece dados sobre a quantidade de algumas das

substancias quimicas encontradas no ambiente aquatico marinho.

Elementos do mar

Por km® de agua

Valores expressos em toneladas

oxigénio 878.775.000
hidrogénio 110.800.000
cloro 19.500.000
sodio 10.775.000
magneésio 1.333.000
enxofre 923.000
calcio 410.000
potassio 390.000
bromo 66.000
carbono 28.700
estroncio 8.200
boro 4.900
silicio 3.075
zinco 10,23
ferro 10,23
aluminio 10,23
molibidénio 10,23
bario 6,31
chumbo 3,05
estanho* 3,05




1.3. As grandes formas de polui¢ao aquatica
A atividade humana pode contaminar o ambiente terrestre e principalmente o
aquatico de diversas formas (FENT, 1996). A tabela abaixo faz uma relagao direta
entre a fonte poluidora e a atividade antropogénica.

TABELA Il. Demonstragcédo do tipo de atividade com as fontes poluidoras. Dados
segundo ENGEL (1971).

Categoria Exemplo

Industrial Fabricas de polpa e de papel, fabricas de quimicos,

fabricas de téxteis, fabricas de produtos alimentares

Escoamento de superficies impermeaveis incluindo
Esgotos pluviais e escoamento

ruas, edificios e outras areas pavimentadas para

urbano
esgotos ou tubos antes de descarregarem para aguas
superficiais
Excesso de fertilizantes que vao infiltrar-se no solo e
Agricola
poluir os lengois de dgua subterrdneos e por sua vez
0s rios e onde estes vao desembocar
Extracao de recursos Minas
Modificagoes hidrologicas Canalizagoes, construgao de barragens

1.4. Toxicologia e sua histéria

Frente a presenca dos poluentes nos ecossistemas aquaticos, o surgimento da
toxicologia ambiental como ciéncia, fez-se necessario para a capacitacao do homem no
aprendizado dos mecanismos toxicos destes compostos, conduzindo a interacao de
muitas outras ciéncias para compor uma nova linha de pesquisa que surgia.



Sabe-se que as historias de envenenamento rondam as atividades humanas
desde os tempos dos egipcios, cuja sociedade penalizava infratores com améndoas
amargas que os matavam por HCN. Sécrates, importante representante do meio
cientifico, foi envenenado com cicuta, toxico utilizado para a eutanasia legal na época.
Ja o imperador Nero com éxito na segunda tentativa, matou BritAnico ao colocar
arsénico na sopa da vitima. Talvez a mais importante personalidade de envenenadores
do século fora Lucrécia Borgia (com o pai, Papa Alexandre VI - eleito por motivos
politicos e nao religiosos - e o irmao, César) que, pelo arsénico eliminou varios
pessoas.

Pode-se dizer que a toxicologia como ciéncia iniciou-se com os estudos
realizados pela marquesa Marie Madeleine d’Aubray, a qual promoveu varias
experiéncias com VITROLAGEM (arsénico dissolvido em soda caustica) em seres
humanos para poder eliminar seus opositores com eficacia. Mas foi em 1800 que
métodos para analises de efeitos téxicos surgiram na identificacao do veneno, o que
diminui a utilizagao criminosa de qualquer composto que tenha este potencial
(DILERMANDO, 1988)

Segundo este autor, a toxicologia se define como: “Um ramo da ciéncia que
estuda as substancias nocivas a saude, suas agdes, seus sintomas, seus efeitos e
seus contravenenos’. Para STANLEY (1991), a toxicologia € a ciéncia que se preocupa
com os efeitos dos tdxicos ou venenos em organismos vivos, onde toda substancia
pode ser toxica, quando utilizada acima de certo nivel e tempo de exposi¢ao ou dose.
Atualmente se confundem muito toxicologia com a quimica toxicoldgica. Apesar de
ambas terem como fonte de estudo o elemento toxico, pode-se estabelecer que
enquanto a toxicologia estuda o efeito do contaminante da interacdo “toxico +
organismo”, a quimica toxicolégica liga o contaminante a toxicologia e vice-versa, lhe
fornecendo dados moleculares como estrutura, interagdes covalentes ou iénicas com
outras moléculas, etc.

1.5. Toxicologia na atualidade

A atividade tdxica de origem antropogénica nos ultimos quinhentos anos, vem
desfigurando a face do planeta afetando o equilibrio dos ecossistemas, destruindo as
reservas naturais, extinguindo formas de vida da fauna e da flora, poluindo o meio
ambiente com substancias muitas vezes nao reciclaveis e tdo pouco biodegradaveis.
Substancias quimicas nocivas a saude, desde a revolugao industrial no inicio do



século, sao produzidas em grandes quantidades e tem sua aplicabilidade em
diversos produtos e setores na sociedade moderna. De acordo com a “Chemical
Abstract Service’s Registry of Chemical” (Fent, 1996), aproximadamente 80 mil
diferentes produtos quimicos sao utilizados diariamente dentre os 9 milhdes
catalogados atualmente.

Os ecossistemas aquaticos funcionam como receptaculos finais de diferentes
tipos de substancias quimicas, mesmo quando nao langadas diretamente na coluna
d’agua (OLIVEIRA RIBEIRO, 1997). O mesmo autor destaca que cada ambiente tem
caracteristicas fisico-quimicas prdprias, o que influencia no comportamento destes
compostos ou elementos quimicos e que o sedimento, vai desempenhar um papel
importante na transformagao molecular destes compostos, tornando-os biodisponiveis
ou nao aos organismos que compdoem o sistema bidtico.

Os ambientes aquaticos de agua doce sdo mais afetados pelos problemas de
poluicdo que os ambientes marinhos e as consequéncia para a poluicao em rios e
lagos pode ser mais grave quando comparadas com aguas marinhas, uma vez que
este Ultimo apresenta uma possibilidade de dissolugdo maior (ABEL, 1991).

Dentre os tipos de poluicdo em ambiente aquaticos destacam-se: materiais
organicos em estado de putrefagdo originados de organismos mortos acidental ou
naturalmente; restos de lixo organico doméstico ou industrial; sélidos em suspenséao;
toxicos quimicos, dentre os quais pode-se citar extensas classes de contaminantes.
como: 0s metais pesados, clorados, cianidas, aménia, detergentes, acidos, pesticidas,
biocidas e hidrocarbonetos de petroleo (HEATH, 1995).

Dentre os contaminantes, os metais pesados e hidrocarbonos clorados
encontram-se em uma classe de elementos conhecidos como “Poluentes Mitro
Persistentes” (PMPs), devido a sua nao degradagdo em ambientes aquaticos (ABEL,
1991).

1.5. Estanho

O estanho, elemento quimico pertencente a familia 4 A, tem massa atémica
referida ao is6topo 12 do carbono igual a 118,7 (POLITI, 1986). A denominagao
organometalico se da pelo poder de associa¢éo covalente com o atomo de carbono, o
que lhe confere a propriedade de solubilidade em solventes apolares (NORMAN,
1978).



Alguns organometalicos sdo bem conhecidos, pois fazem parte de aditivos
em gasolina, fungicidas e produtos quimicos farmacéuticos (MANAHAM, 1991).

No ambiente aquatico, o estanho pode ser encontrado em aproximadamente
3,05 toneladas por quildbmetro cubico de agua (LEONARD, 1971), mesmo nao
considerando outros compostos toxicos ricos em estanho. Dado a sua ampla utilizagéo,
certamente este elemento quimico faz parte de nossa dieta alimentar de forma direta
ou indireta.

O interesse voltado para o estudo do estanho, deve-se também a sua
representatividade frente aos outros metais, uma vez que apresenta o maior nimero de
organometalicos utilizados comercialmente, cuja produgdo global alcanga a ordem de
40.000 toneladas por ano (STANLEY, 1991).

O estanho pode estar associado a cadeias carbonicas e vir a constituir
moléculas de interesse para 0 nosso estudo como:

(CH3 -CH2 -CH2 - CH2)Sn

Formula quimica para o monobutilestanho

(CH3 —CH2 —CH2 - CH2 ),Sn

Férmula quimica para o dibutilestanho

(CH3 —-CH2 —CH2 - CH2 )3Sn

Formula quimica para o tributilestanho.

1.6. Aplicabilidade dos organoestanhos

A necessidade humana frente aos organoestanhos se da pela sociedade
moderna, a qual depende de muitos dos materiais artificiais contendo tais substancias
e também no combate a macro e micro organismos, como destacado abaixo na figura
abaixo.



FIGURA 01. A imagem ilustra parcialmente o casco de navio contendo organismos
marinhos aderidos. O uso de TBT soluciona o problema pois age como biocida
aumentando o tempo de vida util destas embarcacgdes.

Segundo STANLEY (1991), SHAWKY (1997) e EMONS (1997), o maior uso
industrial de organoestanhos se da nas aplicagbes em fungicidas, acaricidas,
desinfetantes, pinturas anti-ferrugem e como estabilizadores para diminuir os efeitos de
calor e luminosidade em plasticos de PVC. Os mesmos autores citam outras aplicagées
como preservagao de madeiras, papel e material téxtil.

1.7. Leis que Regularizam e Controlam os Niveis de Organoestanhos nos
Ambientes Naturais

A toxicidade dos metais pesados, particularmente dos compostos
organoestanho, é foco de preocupagado por autoridades americanas onde leis federais
tornaram seu uso restrito a partir 1988. No Canada, restringiu-se o uso de pinturas anti-
ferrugem contendo o TBT em grandes navios e abolido das embarcag¢des menores que
25 metros de comprimento. No Japao, nado se & permitido o uso de redes pintadas com
tintas contendo este composto para cultura de peixes. Neste mesmo pais segundo
HISASHI (1992), a concentracdo de trifenilestanho em aguas costeiras marinhas atinge
niveis de 1.3ug/l.

Outros paises tais como Australia, Paises Balticos e Alemanha, também criaram
leis impondo limitagées ao uso dos organoestanhos (FENT, 1996). HOLM et all (1990)

destacou que o TBT ocorre em concentragdes de 0.1-1.0 ug/litro em aguas marinhas
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ao redor da Europa e na América do Norte. No Brasil a legislagdo prevé ainda
restricoes quanto ao uso do TBT em tintas para embarcacgoes.

1.8. Degradagao do TBT em Ambiente Aquatico
Conhecer os processos de degradacao natural dos compostos organoestanhos no
ambiente, no sentido de compreender melhor seu comportamento nos diferentes
extratos, e com isso caracterizar o seu potencial téxico para as espécies aquaticas,
foram as atividades de muitos pesquisadores nas ultimas duas décadas. No entanto os
dados sobre a permanéncia do tributilestanho (TBT) em ambiente aquatico, disponiveis
na literatura ainda nao sao suficientes. De acordo com FENT (1996), o TBT apresenta
uma resisténcia a degradagéo de 7 a 30 dias na agua com temperaturas de verao para
padroes nordicos. Mas para temperaturas de inverno, a degradagcao pode levar de 2
meses ou mais. Informagoes quanto a presenca e o comportamento deste composto
para climas tropicais sao poucas ou inexistentes ainda.

ABEL et all (1991) e CLAUDE et all (1999), ressaltam que biocida como o
tributilestanho nao € um elemento persistente em meio aquatico, ao passo que seus
derivados como dibutil € monobutilestanho apresentam um indice de degradacao de
uma a trés semanas. No entanto, segundo os mesrnos autores, os ambientes
anaerobios influenciados por uma fauna bentdnica podem favorecer a persisténcia do
tributilestanho por anos.

1.9. Biotransfermacao do TBT
Uma vez no sistema bioético, o TBT pode vir a ser degradado por enzimas presente no
metabolismo natural dos organismos. Para compreender melhor a trajetéria do
composto quimico e seu efeito toxico frente aos organismos expostos, faz-se
necessario realizar estudos que possibilitem conhecer a cinética destes compostos em
organismos chaves, para assim estabelecer padroes ecoldgicos da sua permanéncia e
comportamento na cadeia alimentar.

FENT (1996), descreve que oS peixes carnivoros, encontrados no topo das
cadeias tréficas, sdo os que irdo apresentar maior nivel de concentragao do xenobionte
devido ao processo de bioacumulagao e biomagnificagdo, podendo ser mais afetados e
funcionarem como veiculo para contaminagdo humana. Ja as algas e zooplancton, que
se encontram no primeiro nivel tréfico, sdo afetados por concentragoes bem inferiores
de TBT (MEIER, 1992). No entanto, LEE (1996), mostrou que algas e diatomaceas



metabolizam o TBT para derivados hidroxilatados através do sistema
hidroxigenase. O mesmo autor destaca que os crusticeos, anelideos e peixes,
possuem um sistema de rapido metabolismo do xenobionte, sendo 0 mesmo nao tao
eficiente em moluscos. A baixa atividade da oxigenase encontrada em bivalvos, tem se
relacionado com o baixo padrao de oxidagdo do composto téxico.

Para que se possa ter uma idéia da metabolizagdo dos compostos
organoestanhos por microorganismos, a biotransformagdo do TBT a DBT (dibutil
estanho), promovida por bactérias aerébias (Pseudomonas aeroginosa e Alcaligenes
fecalis) € mais rapida em 50 %, se comparado com fungos parasitas de madeira, os
quais demoram de 15 a 20 semanas para um processo de biotransformacéo
semelhante ao descrito para as bactérias ( FENT, 1996).

Para DONALD (1994), compostos que sao lipofilicos persistentes, ou seja,
resistentes a biotransformagao e de assimilagcdo excedente a eliminagao, apresentam
uma possibilidade distinta de biomagnificagao.

1.10. Metilagao e Biotransformagao

A metilagao tem recebido enfoque nos temas envolvendo a toxicologia pois tal
reacao, pode levar a mudancas moleculares que aumentam a toxicidade e a
biodisponibilidade de alguns metais pesados. A metilagdo ndo é generalizada para
todos os metais, sendo condi¢do excluida para prata, cadmio, cobre, niquel e zinco
devido a instabilidade destas espécies em solugdes aquosas. Mas o mercurio, o
estanho, os metaldides arsénicos e o selénio podem ser biologicamente metilados
(CHAPMAN et all, 1988).

Segundo WAYNE (1995), uma vez que o elemento téxico € biodisponivel, talvez
por metilagdo, aos microorganismos, estes apresentam enzimas no seu metabolismo
capazes de transformar tais compostos em formas moleculares soluveis em agua, na
tentativa de favorecer uma facil excrecao. De acordo com o mesmo autor, 0 sistema
Citocromo P-450 (complexo multienzimatico) € um sistema oxidativo de fungbes mistas
localizado principalmente na membrana do reticulo endoplasmatico liso. Este sistema
contém importantes enzimas envolvidas em duas fases, onde a Fase | € oxidativa e a
Fase Il é de conjugacdo com radicais como Glutationa e Sulfatos. O organoestanho
junto com o cadmio e outros elementos quimicos, fazem parte do grupo de inibidores
de determinados mecanismos dominantes deste pool enzimatico (MALINS, 1993).
STANLEY (1991), descreve esse metabolismo em duas fases:
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Fase |

Inclui reagoes de oxidagéo (hidroxilacdo e desaminagao), redugao e hidrdlise. A
maioria das reagoes desta primeira fase, ocorre no reticulo endoplasmatico de
hepatdcitos de vertebrados, mais propriamente em um sistema enzimatico conhecido
como Citocromo P-450. Outro autor, DONALD (1991) registrou que a hidroxilagdo do
atomo de carbono € realizada pela citocromo P-450 dependente da mono-oxigenase e
complementou seus dados, ressaltando como ja descrito acima, a importancia deste
processo metabolico para as reagdes de detoxificagao realizadas pelo organismo.

Fase Il

Os grupos hidrofilicos resultados na Fase | funcionam como sitios de reagdo
para a Fase Il. Estas reagbes sdo providenciadas por enzimas que estabelecem
conjugagdes com outros compostos, onde o produto destas reagdes s&o menos téxicos
que os de origem, menos lipossoluvel, mais hidrossolivel e portanto, mais facil de
serem eliminados (STANLEY, 1994). A relacao de enzimas e substratos adicionados se
encontram destacados na TABELA IIl.

Uma das enzimas localizadas no limen do reticulo endoplasmatico importantes
da Fase Il € a UDP—glucuronosyltransferase (UDPGT). que representa a maior via de
desativacao e subsequente excrecdo de compostos organicos xenobioticos em estudos
in vitro. A UDPGT localizada nos hepatécitos de peixes tem mostrado possuir as
mesmas propriedades das identificadas em mamiferos (GARY, 1994).

TABELA lll. Enzimas utilizadas na fase Il e o referido substrato adicionado.* Destaca-
se a glucuronosiltransferase, localizada no lumen do reticulo endoplasmatico, que
representa a maior via de ativagao nos processos metabolicos dos xenobiontes.

|Enzima Substrato |
Glutationa transferase Glutationa
Glucuronosiltransferase Glucoronida *
Sulfotransferase Sulfato *
Acetiltransferase Acetil *
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As fase | e Il podem ser resumidas no esquema abaixo:

P 450 Enzimas (destacadas na
Adigio de grupos tabela acima) adicionam
polares como OH- outros compostos

Organoestanho
lipossolivel

O mesmo autor destaca que o Citocromo P-450, pertence a uma rede de
interacoes de outros processos moleculares em diferentes tipos de células, tais como a
sintese e degradagao de grupos heme, proteinas de choque térmico, receptores
esterdides, enzimas antioxidantes, metalotioneinas, oncogenes e genes supressores
de tumor.

O sitio ativo do citocromo P-450 é um atomo de ferro, que na forma oxidada liga-
se ao substrato (SH). A reducao do complexo enzima-substrato, ocorre quando um
elétron € transferido do NADPH via NADPH Citocromo P-450 redutase e
postzriormente liga-se ao substrato. O complexo reduzido recebe um segundo elétron
pelo NADPH via citocromo b5 e NADH citocromo b5 redutase.

Uma grande associacdo molecular chamada complexo oxigénio enrzima-
substrato se forma, e na sua dissociagao libera agua, substrato oxidado e a enzima na
forma oxidada (WAYNE, 1995). O mesmo autor complementa a importancia da
oxidagdo para um elemento toxico ser excretado, uma vez que 0 mesmo torna-se mais
soltivel para a agua do plasma sanguineo.

1.11. Organoestanho no Organismo

Segundo MANAHAM (1991), o comportamento cinético de uma substancia
quimica toxica a0 organismo pode seguir as seguintes vias consideradas: 1. Ser
absorvido pelo organismo e eliminado através de diferentes tipos de mecanismos,; 2.
Ser excretado sem qualquer alteracao na sua estrutura molecular; 3. Ser metabolizado
e se tornar apto para ser um ativo componente quimico na fase dinamica.

Na fase dindmica, o composto ou elemento téxico pode interagir com células e
tecidos ou 6rgaos do organismo, o que pode Ihe conferir algumas respostas toxicas.

Estas respostas sdo: dadas como uma (a) reacac primaria, (b) resposta
bioguimica ou (c) efeitos observaveis.



Para MANAHAM (1991), no organismo os compostos organoestanhos sao
metabolizados, transportados e excretados pelos tecidos. O mesmo autor cita que a
cinéetica do xenobionte pode ser descrita da seguinte forma:

A entrada no organismo pode se dar através da inalagdo e ingestdo direta, ou
mais provavelmente através do alimento pelo consumo de outros organismo
contaminados, sendo desta forma uma ingestdo indireta. A entrada através da pele,
ocorre de forma mais restrita, mas constitui uma terceira possibilidade a ser
considerada.

O sistema sanguineo e linfatico pode ser alcangado por inalagdo ou ingestao.
Neste ultimo caso, na cavidade intestinal, o componente toxico pode alcangar o tecido
conjuntivo, chegar ao figado e retornar para o lumen intestinal através da bile e para o
plasma sangtiineo, através da atuagdo enddcrina do figado, uma vez que este pode
atuar como uma glandula anficrina. Parte do componente téxico pode ser langado para
fora do organismo através das fezes, quando presente na cavidade intestinal ou
através da expiragao, exalando o ar dos pulmages.

Do sistema sanguineo e linfatico, os componentes quimicos téxicos podem em
regra geral, alcangar trés vias destacadas a seguir: 1. ligar-se a proteinas celulares
soliveis ou aderidas a membranas; 2. serem metabolizadas pelo reticulo
endoplasmatico das células ou 3. serem distribuidas na forma conjugada a proteinas
ou como produtos das reagoes metabdlicas, tanto da Fase | onde se destaca o
complexo enzimatico Citocromo P-450, como da Fase |l cujas enzimas complexam
estes compostos a outras substancias, tornando-os mais soluveis e mais faceis de
serem excretadas.

A excrecgao natural do organismo segue a via: rim — bexiga — urina. No entanto,
o componente tdxico pode ser armazenado como elemento do tecido adiposo, além de
serem potencialmente capazes de se armazenarem na matriz 6ssea, constituindo-se
estes pontos finais temporarios para alguns elementos ou compostos.

Uma observagdo no processo de biotransformagao pode ser considerada
quando o xenobidtico se encontra no limen intestinal, onde bactérias da flora local
podem promover a metabolizagdo do composto, mesmo antes deste ser absorvido
pelas células do intestino (DONALD, 1994). Este mesmo autor, cita que importantes
enzimas que promovem este tipo de biotransformagéo como a Citocromo P-450, UDP-
glucuronosil transferase, sulfato transferase e glutationa S-transferase, sao detectadas
nas células do epitélio intestinal de diferentes animais como peixes e mamiferos.
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1.12. Efeitos bioquimicos na fase dinamica
A resposta tdxica se inicia de duas forma, uma associagéo irreversivel: como a

associacao com a estrutura do DNA,; e reversivel: como na reacdo quimica destacada
abaixo envolvendo a molécula de hemoglobina.

n(O2)Hb + CO2 <> COHb + nO2

Entre os efeitos bioquimicos encontrados da associagdo do agente téxico +
proteina celular, podemos citar: Alteragdo da estrutura das membranas celulares;
Interferéncia no metabolismo de carboidratos e lipidios, levando, devido ao ultimo caso,

excesso ou acumulo de lipidio no figado; e Interferéncia nos processos regulatérios,
mediados por hormonios e enzimas.

1.13. Reag6es do organismo frente as substancias téxicas

As mais destacdveis respostas de efeito cronico aos agentes téxicos sao:
alteragbes no sistema imunoldgico, mutacdes e cancer. No entanto, uma breve
exposicao pode causar: doenga cardiovascular, lesbes no tecido hepatico, mal
funcionamento renal, sintomas neuroldgicos (sistema nervoso central e periférico) e
anormalidades na pele.

Contudo, manifestacoes observadas de forma imediata e rapida (em curto
intervalo de tempo) sao alteragdes nos sinais vitais, como os de: temperatura, padrao
de pulsacao, inspiracao e expiracao, além da pressao sangtinea.

Outros sintomas de envenenamento podem ser observados em reacoes mais
simples como por exemplo em relagdo ao olho humano, que dentre algumas
manifestacoes pode-se observar: (a) excessiva e prolongada contracao da pupila; (b)
excessiva dilatagdo da pupila; (c) movimentos involuntarios das esferas oculares.

No sistema nervoso central, o componente tdxico pode-se manifestar em:
convulsoes, paralisias, alucinacbes e ataxia (falta de coordenacdo dos movimentos
involuntarios do corpo), além de comportamento anormal como: agitacao,
hiperatividade, desorientagao e delirio. Entre tantos fatores destacados anteriormente e
nestes Ultimos, pode-se acrescentar que em doses mais elevadas, organofosfatos e
carbamatos podem levar e conduzir o0 organismo ao coma.
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1.14. Transferéncia do Xenobionte para Organismos Aquaticos,
interacao intracitoplasmatica e Bioconcentragao

Os xenobiontes dissolvidos ou suspensos no meio aquatico, com condigoes
bidticas e abitticas favoraveis, podem penetrar no corpo dos organismos aquaticos
através das branquias, trato gastrointestinal @ em menor proporgao pela pele. Devido a
maior densidade, o ambiente aquatico favorece a contaminagao de organismos com
xenobiontes, quando comparado a atmosfera gasosa (DONALD, 1994).

Determinadas proteinas no citoplasma da célula ricas em cisteina e histidina,
sdo sitios de ligagdo para os agentes toxicos provavelmente devido a presenca do
enxofre nestes aminoacidos (STANLEY, 1991). Estas proteinas de ligagdo aos metais,
possuem um baixo peso molecular e podem ser divididas em dois grupos:

* Proteinas de baixo peso molecular ricas em cisteinas. Ex: metalotioneinas.
* Proteinas de baixo peso molecular pobres em cisteinas. Ex: proteinas de ligagao ao
cadmio.

As metalotioneinas correspondem de 18 a 35 % deste grupo de proteinas e um
desequilibrio na bioconcentragdo de metais no citoplasma, é estimulo suficiente para
uma resposta genética. Sua funcao parece estar relacionada com a homeostase da
concentracao de metais dentro da célula (CHAMPBELL et all, 1988).

O termo bioconcentragdo tem sido intensivamente utilizado nos trabalhos de
toxicologia. Para HOFFMANN et al (1995), a bioconcentragdo € o acumulo de um
elemento quimico dissolvido no ambiente aquatico em um dado organismo,
interrelacionado com valores de assimilagao e excre¢do. Em certas espécies quimicas
de organoestanhos, a bioconcentracdo pode ser destacada em diferentes niveis
troficos e nao depende unicamente de suas propriedades fisico-quimicas, mas sim da
composicao da agua, temperatura, parametros fisiologicos (grau de metabolismo,
conteudo lipidico e fisiologia do organismo), além de crescimento e comportamento
alimentar ( FENT, 1996).

Trabalhos com as espécies de peixes Pagurus major, Mugil cephalus e Rudarius
ercodes para determinar a bioconcentragao de tributilestanho em exposigao por oito
semanas realizados por HISASHI (1992), apresentaram niveis cumulativos de
tributilestanho, principalmente na pele e nas branquias de individuos destas espécies.
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1.15. Danos Provocados pelo TBT em Modelos Biol4gicos

Diferentes tipos de experimentos utilizando bioensaios e organismos aquaticos,
tem sido realizados em laboratdrios para obter dados do efeito tdxico de
organoestanhos como o TBT. O comprometimento com a homeostase dos individuos
expostos a este toxico, pode comegar ainda no desenvolvimento embrionario. Larvas
de Phoxinus phoxinus apresentaram altos indices de mortalidade, deformagéo na
coluna vertebral, paralisia e olhos opacos quando expostos por 3 a 10 dias em
concentragoes de 4.26 ug/L de TBT (MEIER, 1992).

Concentragoes inferiores a 1.17 mg/l de bi(tri-n-butil-estanho 6xido), nao alteram
o comportamento de modelos bioldégicos como Salmo gairdneri e Tilapia rendalli, mas
quando em niveis superiores levam a agitagdo, movimentos operculares convulsivos e
arritmicos e a morte (KUHN, 1976).

Andlises histolgicas tem corroborado para informagbes mais completas a
respeito dos efeitos dos organoestanho. A espécie Phoxinus phoxinus, apresentou
alteragoes em concentragoes de 3.5 a 8.0 ug/l de TBT. A andlise histologica
demonstrou lesées degenerativas na pele, tal como no epitélio tubular dos rins,
alteragoes em varias fibras musculares, epitélio da cornea e outros componentes do
tecido ocular, espinha dorsal e sistema nervoso central (FENT, 1996).

A patologia ultraestrutural e modificagao no sistema imunolégico em organismos
aquaticos tem sido também excelentes biomarcadores de contaminagdo para os
organismos aquaticos.

Dentre muitos sintomas causados pelos agentes tdxicos, além da sua influéncia
no material genético e sistema imunologico, destacamos a apoptose, necroses e
neoplasias, as quais constituem eventos patolégicos que envolvem uma série de
mudangas estruturais a nivel celular e tecidual, necessitando muitas vezes, de
instrumentos como a microscopia eletronica de transmissao para uma melhor definicao
e confirmagao dos efeitos (MEYERS, 1996).

Referente ao fendmeno de apoptose celular, FENT (1996), THERESA et all
(1995) e MICHAEL et all (1992), descrevem o envenenamento com o TBT esta
envolvido na apoptose de timocitos de ratos. Segundo estes autores, o TBT leva a um
rapido aumento nos niveis intracitoplasmaticos de Ca** o que tambem & confirmado por
HUSSAIN (1994). Esta condicdo segundo LOHMANN et all (1993), resulta em
extensiva fragmentacdo do DNA por enzimas endonucleases dependentes deste ion,
caracterizando um fenémeno de apoptose.
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SIMEONOVA et all (1999), destaca que a relagao toxicologia e o fendmeno
de necrose esta envolvido com o polipeptideo “Fator Tumoral” - o (TNF-0)”. Segundo
0s mesmos autores, as celulas de Kupffer sdo possivelmente uma das fontes do TNF -
o e para este autor, a necrose no tecido poderia ser considerada como resposta da
hipdtese molecular colocada abaixo, onde o dano ao figado por indugao quimica,

aumenta as evidéncias de que a inflamagéo tem importante papel na hepatoxicidade e
reparo do tecido.

EXPOSICAO A SUBSTANCIA TOXICA

!
NECROSE FOCAL DO TECIDO CONDUZ A..

- , !
ATIVAGAO DE MACROFAGOS FIXADOS NO TECIDO, OS QUAIS LIBERAM

|
TNFa + IL -1, ESTES PODEM CONDUZIR A ...

_ | ,
APOSTOSE, OU INICIACAO DE PROCESSOS INFLAMATORIOS, QUE ESTIMULAM
O ..

, , !
ACUMULO DE MONOCITOS E POLIMORFONUCLEARES

] | ,
LIBERAGAQ DE ROS (Especies de Oxigénio Reativo) E ON (Oxido Nitrico)

l
DANOS GENERALIZADOS NO TECIDO HEPATICO

1.16. Substancias Toxicas e Alteragoes Extracelulares e Intracelulares

Frente ao grupo das substancias toxicas, além do TBT e dos metais pesados,
incluem-se os organoclorados, organofosforados e os compostos derivados de petréleo
(policiclicos aromaticos) (MEYERS, 1996).

Da mesma forma sédo destacados os tecidos e o6rgaos alvos de organismos
aquaticos comumente afetados por contaminantes. Segundo MEYERS (1996), nas
branquias, sao encontradas lesdes como degeneracdo celular com hipertrofia nos
espagos perinucleares e reticulo endoplasmatico liso. Verifica-se também, a
desorganizacao das cristas mitocondriais seguida de ruptura da membrana, formagao
de autofagossomos, vacuolos e vesiculas apicais no citoplasma de células epiteliais.
No figado sdo destacadas a perda das reservas de glicogénio e presenca de particulas
elétron densas. No rim, degeneracdo focal no tdbulo proximal, cromatina
hipercondensada e marginalizada a borda nuclear, além da dilatagdo do reticulo
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endoplasmatico. No intestino, verificou-se aumento na quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso, distribui¢do difusa de mitocondrias e grandes quantidades de
vesiculas proximas a regido apical. O pancreas destacou-se por apresentar
degeneragdo das células constituintes da porgdo exdcrina do 6rgdo. Nos ovarios,
observou-se o aumento e proliferagdo do reticulo endoplasmatico liso. No musculo
esquelético, as fibras apresentaram mitocondrias contendo membrana interna lesada e
no cérebro, neurdnios com espagos perinucleares e intracelulares.

MEYERS (1996), complementa que as alteragoes destacadas acima sido
caracteristicas dos efeitos de organometais apresentados de uma forma geral, sabendo
que para cada analise de tecido relaciona-se diferentes tipos de bioensaios com
metodologias distintas, no entanto, descrevemos a seguir algumas alteragoes
causadas por organoestanhos.

1.17. Efeitos dos organoestanhos sobre o material genético

De acordo com MANAHAM (1991), os efeitos causados pelo TBT frente ao
material genético dos seres vivos ao qual o mesmo € contaminante direto, ou através
de seus residuos metabolicos como DBT e MBT, sao descritos abaixo:

Teratogénese: Os organoestanhos podem atuar como agentes teratogénicos, ou
seja, afetar as células ainda na fase de desenvolvimento embrionario do organismo. A
Sindrome de Down, mais conhecida como a trissomia do cromossomo 21 é um
exemplo destacado, cuja manifestagao desta doenga congénita, pode estar relacionada
entre outros fatores com a presenga de agentes quimicos como 0s organoestanhos.

Os mecanismos bioquimicos da teratogénese sao variados. Estes incluem,
impossibilidade do feto receber substancias importantes para o seu desenvolvimento
como vitaminas causado por xenobiontes e alteracdo na membrana que constitui a
placenta.

Mutagoes: Os xenobiontes podem atuar como mutagénicos, alterando a
estrutura do DNA que vem por conseguinte, conduzir a diferenciagoes no fendtipo do
organismo. No entanto, sabe-se que as mutagoes sdo acontecimentos naturais para o
processo evolutivo das espécies, mas sabe-se que uma porcentagem € provocada por
mutagénicos em espécie em contato direto com tais substancias.

Carcindgenos: Os xenobiontes podem atuar como carcinégeno, principaimente
quando possuem a capacidade de se ligar a molécula de DNA. Tal fendmeno afeta de
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forma consideravel o metabolismo celular o que leva a uma perda do controle da
divisao celular, caracterizando o principio cancerigeno.
Os carcindgenos podem causar cancer de forma direta, o que Ihes confere a
condi¢éo de classificagdo no grupo de carcindgenos primarios ou de ac¢ao indireta. No
entanto, o carcinégeno que requer o uso da Fase | e Il do sistema de detoxificacio do

organismo para se tornar potencialmente carcigénico, € denominado de proé-
carcinégeno.

1.18. Resposta do Sistema Imune

Substancias toxicas como o TBT podem causar imunossupressao e divisao
celular descontrolada das células do sistema imunoldgico. Atualmente, diversos efeitos
causados por xenobiontes, estao sendo reconhecidos através de trabalhos utilizando

bioensaios. Dentre estes efeitos, pode-se citar as alergias e a hipersensibilidade
(FENT, 1996)

1.19. Atividade da acetilcolinesterase e toxicidade

A neurotoxicidade tem auxiliado nos estudos com agentes quimicos toxicos que
influenciara a atividade da enzima acetilcolinesterase (SILVA, 1996). Segundo STURM
et all ., A acetilcolinesterase € uma enzima que pode ser considerada um
excelente biomarcador de efeitos téxicos em peixes de agua doce. Para este mesmo
autor, a enzima tem sua atividade inibida pelo agente contaminante e nao pode ligar-se
0 seu substrato, a acetilcolina.

O exemplo melhor estudado da interferéncia a de contaminantes com a atividade
da acetilcolinesterase é através de organofosforados. Sem considerar o TBT, essa
inibicao segundo MING HO (1995), se da pela competitividade do organofosforado pelo
sitio ativo da enzima acetilcolinesterase frente ao seu real substrato, a acetilcolina. O
mesmo autor, complementa descrevendo que o aminoacido serina localizado no sitio
ativo da enzima se adere a acetilcolina pela doacdo de um préton a este
neurotransmissor o qual, conduz a quebra deste ultimo em colina, que € liberada para o
ambiente e um grupo acetil, que permanece aderido ao aminoacido. Entéo € liberto
pela hidrélise de uma molécula de agua, que leva a reconstituicao do grupo hidroxila da
serina. MING HO (1999), destaca ainda que os organofosforados, competem pelo
préton, estabelecendo a ligagdo da serina com o grupo fosfato, reacao até entao
reversivel. Mas, posteriormente, uma reagéo irreversivel do residuo de fosfato com um
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amino4cido glutamil no sitio ativo se estabelece, inativando enfim a atividade
enzimatica da proteina.

1.20. O figado

O figado de peixe, segundo JOSEPH e YASUTAKE (1983), nao é disposto em
I6bulos como verificado em mamiferos, mas apresenta septo transverso na cavidade
intraperitoneal como descrito em truta (Sa/mo gairdneri). Para TAKASHIMA e HIBIYA
(1995), o figado de peixe apresenta sinusdides ndo tdo bem delineados como
observados em mamiferos, mas como regra para vertebrados, dispde do sistema porta
hepatico para o fluxo sanguineo.

O parénquima hepatico tem importante papel no estudo da toxicologia, frente as
diversas fungbes que o mesmo executa no metabolismo do ser vivo. A relagdo TBT —
figado vem sido demonstrada em trabalhos como os de KAZUO et all (1992), onde os
autores demonstram que o TBT inibe a fosforilagcdo oxidativa em mitocondrias de
hepatdcitos do figado de ratos Wistar UOEH. FENT (1996), cita que o figado é um dos
érgaos alvo do TBT, além de outros tecidos como os rins. SHUGART e McCARTHY
(1990) destacam que o figado dos peixes € um integrador das fungdes bioquimicas e
biofisicas e que pode ser afetado por substancias téxicas. UENO (1994), ressalta a
importancia do figado quando estabelece uma analise de efeito toxico do mono, di e
tributilestanho frente ao parénquima hepatico de camundongos. O mesmo autor, em
um outro trabalho, cita o efeito toxico do TBT frente ao figado, que se da pelo
metabolismo do 6rgéo relacionado ao sistema multienzimatico P.450, uma vez que os
hepatocitos sdo células cujo conjunto de enzimas é mais eventualmente ativo.
DONALD (1994), confirma este dado citando que o figado contém a mais alta
concentragao da maioria das enzimas de biotransformacéo.

SIMEONOVA (1999), correlaciona a toxicidade do TBT em relagéo ao figado,
destacando o processo molecular que interage células de Kupffer e TNF - a (Fator de
necrose tumoral). Este fator, segundo o mesmo autor, € liberado pelas células de
Kupffer e é capaz de induzir a inflamagao, necrose e regeneragao do tecido.

MEYERS (1996), ressalta que uma vacuolizagao distinta em hepatdcitos, além
do aumento do reticulo endoplasmatico rugoso, perda das reservas de glicogénio e
aumento do volume da mitocéndria, fazem parte dos sintomas observados nos estudos
que correlacionam a ultraestrutura do figado e toxicologia. Para o homem o figado tem



importante papel no processo de desintoxicacdo (BARILE, 1994) e por evolugao,
acredita-se que para o peixe tal fungao seja inquestionavel.
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2 - OBJETIVOS
Objetivo Geral:

Estudar os efeitos cronicos do tributilestanho (TBT) em Astyanax bimaculatus, apds
doses intraperitoneais, atraves de dados estruturais, neurotéxicos e hematoldgicos.

Objetivos especificos:

e Avaliar os efeitos do TBT na estrutura do figado de A. bimaculatus através da
microscopia éptica e microscopia eletronica de transmissao

* Determinar a interferéncia do TBT na atividade enzimatica da acetilcolinesterase
coletada a partir de amostras do musculo

e Verificar a interferéncia do TBT no sistema imune de A bimaculatus através de
estudos hematoldgicos

» Comparar os dados obtidos neste trabalho com dados disponiveis na literatura

« Contribuir com informagdes que possam auxiliar no estabelecimento dos niveis
maximos permissiveis para organoestanhos em ambientes aquaticos tropicais
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizagao da Espécie estudada
A especie utilizada como modelo biolégico Astyanax bimaculatus (Lambari) tem
a seguinte descri¢cao taxonémica segundo Schultz (1990):
Phylum: Chordata
Subphylum: Craniata
Superclasse :Gnathostomata
Classe: Osteichthyes
Subclasse: Actinopterygii
Superordem: Teleostei
Ordem: Ostariophysoidei
Subordem: Characioidea
Familia: Caracidae
Subfamilia: Cheirodontinae
Género: Astyanax
Espécie: Astyanax bimaculatus

3.2. Dados comportamentais de Astyanax bimaculatus:

O Lambari é uma espécie nativa extremamente ativa e largamente distribuida
no territério Brasileiro sendo encontrado em grandes grupos habitando rios, lagos e
represas em todo o Brasil. O termo Lambari € uma designacao (nome popular) a quase
150 espécies dos géneros Astyanax sp, Moenkhausia sp, Hyphessobryco sp,
Hemigrammus sp, e outros. Em outras regioes do Brasil, o Lambari pode receber o
nome de Piaba ou Canivete (Silva, 1993).

Quanto ao habito alimentar sao classificados como onivoros, mas possuem uma
posigao diferenciada na cadeia tréfica, ou seja predador e presa, alimentando-se de
peixes menores, plantas e até de seus proprios ovos. As diferencas morfologicas entre
machos e fémeas sdo pouco evidentes, no entanto, dados comportamentais reyistram
que fémeas apresentam padrao de nado diferente do padrao do macho (Herbert,
1990).
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3.3 Coleta e Transporte

Um numero de 100 exemplares de Astianax bimaculatus foram coletados em
tanques artificiais em uma fazenda de propriedade particular localizada no municipio de
Séo José dos Pinhais, area metropolitana da cidade de Curitiba, Parana, Brasil (Figura
2). Para a coleta, foram utilizadas redes tipo tarrafas, possibilitando a captura dos
exemplares sem a lesdo dos mesmos. imediatamente apds a captura, os exemplares
foram acondicionados em caixas de isopor contendo agua do ambiente natural
constantemente oxigenada por aeradores movidos a bateria.

Nestes recipientes, 0s exemplares permaneceram por aproximadamente duas
horas e meia. Uma troca de agua no local de pesca, utilizando-se agua do préprio
tanque, foi efetuada até o momento de serem transportados para os aquarios do
Laboratério de Bioensaios localizado no do Departamento de Biologia Celular da
Universidade Federal do Parana.

Durante a coleta dos exemplares, nao foi verificado o sexo dos mesmos, e da
mesma forma posteriormente, ndo sendo este portanto um parametro considerado para
0 experimento

No laboratério, os exemplares foram transferidos para 2 tanques (de mil litros
cada) contendo agua na temperatura de 22 graus Célsius e oxigenada constantemente
por aeradores, para que posteriormente pudessem ser transferidos para os aquarios do
laboratério dos bioensaios. Durante o periodo que permaneceram nestes
compartimentos tiverarn a temperatura monitorada por termdémetros regulados a 25
graus Célsius. Quando foram transferidos para os aquarios testes, os peixes
receberam 50% da agua de origem e 50% de agua filtrada em filtro de celulose e
carvao ativado, a qual havia sido deixada em descanso por 72 horas.

Um termostato central ativava ou desativava aquecedores distribuidos nos
aquarios (1 aquecedor por aquario). A temperatura era regulada no aparelho e mantida
através de um sensor localizado em um dos aquarios. A alimentagao foi diéria e
aleatdria, sem controle da quantidade por aquario.

3.4. Material Utilizado e Montagem do Bioensaio

Neste experimento, foram utilizados trés aquarios de vidros transparentes,
contendo 08 exemplares no aquario TBT/6leo, 08 exemplares no aquario controle 6leo
e 08 exemplares no aquario controle manuseio. Em 2 experimentos anteriores o
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numero de 10 peixes por aquario mostrou um nimero excessivo para os aquarios
de 30 litros. Variagbes no comportamento eram evidenciadas, dentre as quais podem
ser destacadas:

* Agressividade entre os individuos;

* Canibalismo executados por individuos sadios;

* Turbidez rapida da agua devido a alta concentragao de excretas metabdlicas, o que
levava a trocas mais constantes de agua, aumentando o estresse pelo excesso de
manuseio.

O periodo de aclimatizagao foi de trés semanas. Inicialmente, os individuos recém
colocados no aquario apresentavam movimentos sempre rapidos e isolados, mas com
a aclimatizagao, os movimentos se tornavam mais lentos e se evidenciava o nado em
grupos de um ponto a outro no aquario.

Todos os trés aquarios foram colocados sobre uma bancada de concreto forrada
por uma camada de isopor, com o objetivo de isolar os mesmos de barulhos
provenientes de atividades no laborat6rio ou mesmo na prépria bancada. Uma divisoria
isolava 0 meio experimental do restante do laboratério onde se encontrava o bioensaio
e as janelas vedadas garantiam um ambiente artificialmente escuro para que se
pudesse ocorrer o controle do fotoperiodo em 12 horas de luminosidade e 12 horas
sem luz (figura 3).

A temperatura controlada por aquecedores ligados a um termostato central, e as
medidas de temperatura foram tomados dos termOmetros imersos na agua dos
aquarios no periodo da manha entre os horarios de 9:00 e 11:00 horas. Os valores
obtidos apresentaram uma média de temperatura com 22,3 = 1,3 °C.

Dez dias antes de terminar o experimento, gradativamente a temperatura foi
ajustada a 27 °C por 24 horas para eliminar o desenvolvimento de fungos. A opgao por
aumentar a temperatura foi um recurso utilizado para evitar o uso de fungicidas, o que
poderia alterar a qualidade da 4gua para os individuos testados e afetando o equilibrio
do sistema.

A manutencgao da temperatura nos aquarios € um parametro importante em estudos
de bioensaios, quando se trata de espécies tropicais (OLIVEIRA RIBEIRO et all, 1995 e
1996).

25



{ ERMAOC O 4D ANRD
& omorose A Gy

-~ < — -~
e C T At e e}
——r e
/ \ .
/I ! A A 4
{ - \ s
~
‘1 & amn s
N 1 {
P N . p
PR ) . -
F AN {
o, i, © @ Bmas s Ve ;
ta - {
rd d - - s X
Py - i . i
{ '
L en s T
S ' —— ~‘
/ SN » W AR 1 Wk
s . e
YT TN
L. npmre OO :f.
e i, om R 0
; e

T e e ey

FIGURA 02. Local de Coleta dos exemplares de Astyanax bimaculatus
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FIGURA 03. Desenho esquematico do design experimental realizado no Laboratério de
Bioensaios do Departamento de Biologia Celular. (F) Representa o sistema isolado; (H,
| e J) aquarios de 30 litros distribuidos sobre superficie de isopor (L); (A) Sistema de
aeragao constante; (B) Termostato com controle simultaneo de temperatura em todos
os aquarios e (D) filtro interno.
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FIGURA 4. Grafico mostrando a variagao da temperatura durante o periodo
experimental com Astyanax bimaculatus



3.5. Pesagem dos Exemplares Utilizados
Os exemplares foram coletados e separados em classes de tamanhos que
favorecessem encontrar uma quantidade de TBT/dleo que correspondesse a uma dose
comum a todos os individuos componentes do grupo contaminado. O quadro abaixo
mostra a distribuicdo dos individuos nos respectivos aquarios.

Tabela IV. Relagao dos pesos obtidos com os exemplares de Astyanax bimaculatus,
distribuidos nos diferentes grupos utilizados no experimento.

Aquario | Aquario Il Aquario lll
(TBT) Contaminado com Oleo Somente manuseados
5,00 3,20 6,72
4,00 3,59 7,67
4,39 3,38 6,23
4,45 3,38 5,10
4,30 3,60 6,51
4,50 3.65 6.10
4,30 3.55 5.10
Media 442 3,47 6,20
Desvio Padrao 0,30 0,16 0,90

No procedimento de pesagem foram adotados os seguintes critérios:
* Os peixes dos aquarios foram separados em um recipiente menor e pesados

individualmente;

 Abalanga utilizada foi “tarada” com um becker contendo agua (de origem do préprio
aquario) que seria utilizada para manter o peixe vivo. Este procedimento se repetiu
para cada pesagem.

« Durante a pesagem esperava-se a parada de oscilagao dos digitos na painel por um
minuto, para se obter um valor mais aproximado do correto possivel. Esta oscilagao
era propria devido aos movimentos do peixes dentro do copo de becker com agua.

3.6. Manutengao dos Aquarios Durante o Experimento

Foram colocados filtros internos contendo fibra sintética as quais eram
substituidas e descartadas a cada 3 dias. O filtro de plastico eram entdo lavados
através de uma pequena escova, afim de garantir a retirada de residuos organicos
provenientes do alimento ou de fezes, os quais poderiam facilitar a proliferacao
bacteriana. Seqiiencialmente, a cavidade interna do filtro era limpa com alcool 80%
comercial e posteriormente recebia um novo banho de dgua de torneira para se retirar
o excesso de alcool, e por fim, novas fibras eram adicionadas. Os filtros controlados



por um sistema unico de aeracdo, borbulhavam constantemente com vigilancia
diaria no periodo da tarde e da manha.

Uma tampa de vidro que recebia uma assepsia com alcool a cada troca da la
sintetica, servia como barreira para qualquer atividade irregular dos peixes
impossibilitando sua saida do aquario e ao mesmo tempo que qualquer objeto pudesse
atingir os mesmos, garantindo a estabilidade do sistema.

Todo material que entrava em contato direto com o aquario contendo peixes
contaminados com TBT/dleo, era separado em bandejas plasticas apropriadas e
recebiam um selo, identificando aos demais usuarios do laboratério o seu uso restrito
durante este experimento. A alimentagao era fornecida em periodos da manha e tarde
em uma quantidade de 10 gramas por aquario, 24 horas antes da contaminagéo os
mesmos nao foram alimentados € mesmo apds a aplicagdo intraperitoneal, os
exemplares ndo receberam alimento por 12 horas.

Nao era permitido a formacgao de sedimento no fundo dos aquarios pelo excesso
de alimento. Para que tal condigdo ocorresse, era necessario fornecer alimento
vagarosamente e perceber se todos estavam se alimentando de forma equitativa. No
sentido de se evitar o acumulo de particulas de alimento no fundo dos aquarios que
pudessem comprometer a qualidade da agua e conseqientemente o bioensaio com a
proliferagcao de bactérias ou fungos, estes eram sifonados constantemente dentro de
um intervalo de 48 horas. A troca de agua se efetuava da seguinte forma: 7 litros de
agua eram retirados de cada aquario apés 48 horas e no quarto dia, retirava-se a
metade da agua de cada compartimento. A nova agua filtrada adicionada era
proveniente de torneira, filtrada em filtro de celulose e carvao ativado, antes de ser
adicionada ao aquario tinha a sua temperatura regulada com a agua do aquario. Se por
ventura a temperatura fosse menor, o liquido era aquecido para se evitar o choque
térmico e mesmo estando em mesma temperatura, utilizou-se um recipiente de plastico
para que a agua pudesse ser colocada de forma lenta, evitando-se assim turbuléncia e
barulhos minimizando as alteragoes no sistema com o manuseio dos aquarios.

3.7. Preparo do Contaminante
Uma vez que o TBT é uma substancia lipossoltvel, o 6lec de milho foi o veicuio
escolhico para a contaminagao neste experimento. A concentracac da solucao de TBT
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é de 1pl = 1,2 mgTBT. Uma quantidade 6,25 ul de tributil estanho foi diluida em 50
ml de 6leo de milho (SIGMA®), sendo esta considerada como Solugao |,
correspondendo a uma concentragdo de 0,15 mgTBT/ml. Desta solugao, 219 ul foram
retirados e diluido em 100 ml de 6leo de milho para que se pudesse chegar a uma
concentracao de 0,03 mgTBT/ml correspondendo a concentragdo da Solugao |l. Tanto
a solucao final (Solucgao Il) como a padréo (Solugao 1) foram guardadas em vidro ambar
a temperatura ambiente e envolvidos por papel aluminio para se evitar a oxidagéo do
composto TBT pela luz. Ambas foram, em tempos distintos, bem misturadas utilizando-
se um agitador magnético durante o periodo de cinco minutos. Todo o material em
contato com o TBT, assim como a vidraria utilizada para as atividades do experimento,
foi posteriormente colocada de molho em detergente neutro diluido em agua de
torneira por doze horas para posterior lavagem novamente em agua torneira e
secagem em estufa por 24 horas. A concentracao de detergente utilizada nao foi
_prescrita nem tao pouco procurou-se estabelecer um padrao para as diluigoes.

3.8. Contaminagao dos Exemplares Teste

A contaminagdo foi através de injecdo intraperitoneal através de seringa e
agulhas descartaveis utilizadas para aplicagdo de insulina. Durante o processo de
contaminagao a agulha foi usada em comum primeiramente para os individuos controle
manuseio e e em seguida para o controle 6leo, mas no entanto, entre um individuo e
outro, fazia-se a assepsia da mesma com alcool. Para os individuos contaminados com
TBT, utilizou-se a mesma seringa trocando apenas a agulha para cada individuo. Com
este procedimento procurou-se evitar uma contaminagao cruzada entre os exemplares
contaminados e com os peixes do controle éleo e controle manuseio.

As mesas utilizadas durante o processo de contaminacdo, eram cobertas com
papel toalha e a vidraria permanecia também sobre o mesmo tipo de papel. Apds o
término, este material era descartado como lixo hospitalar devidamente embalado
separados um saco plastico de lixo devidamente identificados, assim como agulhas,
seringa e outros elementos possivelmente contaminados. Desta forma, foram tratadas
como lixo téxico e ficaram a disposigao do setor responsavel da universidade.

Para a contaminacdo dos exemplares testados, em cada aquario foram
realizados os sequintes procedimentos:
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Os exemplares antes de serem manuseados foram separados em um
recipiente plastico, contendo agua do préprio aquario para evitar choque térmico ou
qualquer outra perturbagao que nao pudesse ser posteriormente computada.

Peixes do aquario controle manuseio: Cada exemplar era anestesiado em uma solucao
preparada a base de MS 222 (0,02%). Apds a anestesia o individuo recebia apenas
penetragdo da agulha na regiao ventral, sem qualquer aplicacao liquida. Apos a falsa
aplicacéao, o peixe era colocado em um novo ambiente para a recuperacdo dos seus
movimentos quando entao retornava ao aquario de origem.

Peixes do aquario controle oleo. Apds anestesia, estes recebiam uma dose de 0,1 ml
de dleo puro na regido ventral com a penetragcdo da agulha na cavidade intraperitoneal
de forma diagonal quase paralela ao plano longitudinal do corpo do animal. A
recuperacao do anestésico era efetuada como descrito para o controle manuseio. Da
maneira como a agulha foi inserida, procurou-se nao atingir qualquer dérgao da
cavidade intraperitoneal, o que poderia comprometer a sadde dos individuos testados.

Peixes do aqudrio contaminados com TBT/0leo: Toda a atividade descrita acima
repetiu-se para os exemplares contaminados com TBT/dleo, com a diferenca de que o
6leo para este grupo continha o TBT dissolvido. Para a contaminacéao do grupo utilizou-
se entao a média do peso dos exemplares a serem contaminados (4,42g=+), onde em
cada exemplar foi injetado 0,1 ml da Solugao Il, correspondendo em média a uma dose
de 0,688 ugTBT/g.

3.9. Procedimentos de Coleta

Uma Unica coleta nos trés aquarios foi realizada apds seis contaminagoes:
controle manuseio, controle 6leo e TBT/6leo. Os exemplares nao foram alimentados
pela parte da manha e a tarde iniciou-se a coleta. As mesas foram revestidas com
papel toalha, as pingas utilizadas foram recém tiradas de envelopes plasticos que nos
garantiam um grau de assepsia, mesmo considerando que os exemplares seriam
sacrificados na coleta. A utilizagdo de guardapés e luvas cirurgicas se fizeram
necessarios durante a pratica da coleta.
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Os primeiros exemplares a serem sacrificados foram os do aquario controle
manuseio, em seguida do controle dleo e por ultimo, os exemplares do aquario
TBT/6leo. Desta forma, procurou-se minimizar a contaminacdo do ambiente de
trabalho bem como do material utilizado na coleta.

Os individuos foram sacrificados pelo excesso de exposi¢ao ao anestésico MS
222 (0,02%), de onde eram imediatamente retirados apds a parada dos movimentos
operculares.

Com material cirargico, cada exemplar foi seccionado na regido ventral
realizando-se um corte longitudinal que se iniciava no anus e terminava no espaco

entre as aberturas branquiais. Na exposicao dos 6rgaos, o figado foi separado para
analise em:

3.9.1. Microscopia otica e eletronica

Os componentes utilizados no preparo dos fixadores, ALFAC e KARNOVISK
modificado, foram preparados 6 horas antes de se executar a coleta e armazenados
em refrigerador a temperatura de 4° C, sendo misturados minutos antes da coleta.
O restante do figado foi entdo seccionado em partes com 0,5 cm de didmetro, e imerso
no fixador Alfac por 16 horas. Uma pequena parte foi inicialmente separada, colocada
sobre uma gota do fixador em uma placa de Petri e seccionado com laminas novas de
gilete em pequenos cortes (aproximadamente 1 mm) e posteriormente imerso em
Karnovisk modificado por no minimo duas horas. O manuseio do material na presenca
do fixador foi em estufa utilizando mascara e luvas descartaveis;

3.9.2. Analise de acetilcolinesterase

Uma amostra de musculo da regido dorso - lateral do corpo, préximo as
branquias, foi retirada para analise da atividade da enzima acetilcolinesterase. Para a
separacao deste material, utilizou-se uma caixa de isopor contendo gelo para diminuir a
atividade da enzima através da queda de temperatura. Os mesmos foram
individualmente separados em tubos plasticos devidamente etiquetados e transferidos
para freezer — 20° C, onde permaneceram até o momento da analise.
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3.9.3. Hemograma
Procedeu-se entdo um corte transversal na porg¢ao terminal da cauda para a
retirarada de amostras de sangue que foram colocados em laminas (limpas com alcool

80%), para realizagcdo do esfregago. Foram preparadas cinco laminas respectivamente
para cada individuo.

3.10. Microscopia Optica

O preparo do material para a microscopia Optica foi realizado seguindo os
procedimentos descritos abaixo:

3.10.1. Desidratagao do material
Alcool 70 % (Biotec®)/ 1 hora — trés banhos até retirar bem o corante com intervalos de
48 horas.
Alcool 80 % /1 hora;
Alccol 90 % / 1 hora;
Alcool / Xilol (BIOTEC®) (v:v)/ 1 hora;
Xilol / 1 hora;
Xilol / 15 minutos;

3.10.2. Procedimento de inclusao do material em Paraplast (SIGMA®)

Paraplast / 2 horas — Em estado liquido mantido em estufa controlada nas
temperaturas que oscilavam entre 56 a 57 graus Célsius;

As pecas, junto com uma nova porgao de Paraplast, foram emblocados em
formas de papel apropriadas, devidamente orientadas, etiquetadas e polimerizada a
temperatura ambiente;

3.10.3. Trimagem

Este procedimento baseou-se no corte das laterais ricas em parafina para que
somente a regido central, onde se localizava o material emblocado, fosse alvo do corte
da navalha no micrétomo;

Os blocos de Paraplast contendo as respectivas pecas, foram mantidos em
geladeira a temperatura de 0 graus Celsius antes de serem cortados a espessura de 5
um em micrétomo Leyca RM 2145, com laminas descartaveis (LEICA 818). O

congelamento prévio dos blocos favorecia os cortes com pouca incidéncia de dobras,
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permitindo assim uma melhor distensao e posterior visualizacdo do material apos
corado.

A aderéncia dos cortes a lamina foi melhor efetuada utilizando-se uma solugéo
de 25 gotas de albumina de clara de ovo diluidas em 50 ml de 4gua destilada. Pelo fato
de tratar-se de um composto muito denso, a albumina mesmo diluida foi filtrada duas
vezes. O material foi distendido utilizando-se uma placa aquecedora com gradiente
crescente de temperatura.

Os reagentes como alcool e xilol, eram descartados em vidros para
armazenagem, posteriormente embalados, etiquetatos e deixados a disposicao do
programa de descarte de lixo téxico do Setor de Ciéncias Bioldgicas.

3.10.4. Coloragao do material

Para a coloracdo do material de figado coletado, seguiu-se o seguinte
procedimento:

Diafanizacao do material com banhos consecutivos de:

Xilol | 10 minutos
Xilol 1l 10 minutos
Hidratagao

Alcool 100% 5 minutos
Alcool 90% 5 minutos
Alcool 70% 15 minutos
Agua destilada sem tempo especificado
Coloragao

Hematoxilina 1, 15 minuto
Agua corrente 5  minutos
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