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RESUMO 

O tributilestanho (TBT) é um composto organoestânico utilizado na pintura dos cascos 

de embarcações para evitar o processo de bioincrustação. Grandes quantidades de 

TBT têm sido liberadas nos ambientes aquáticos indiretamente através de resíduos de 

cascos de navios. Estudos demonstram suas ações como disruptor endócrino, 

causando alterações no metabolismo e na reprodução em organismos expostos. 

Crustáceos podem se contaminar com TBT através das brânquias ou pela ingestão de 

alimentos contaminados. O siri azul Callinectes sapidus é uma espécie bentônica 

encontrada em águas oceânicas ou estuarinas, com importância ecológica e 

socioeconômica. O objetivo desse estudo foi analisar os efeitos da exposição aguda a 

concentrações subletais de TBT no metabolismo de C. sapidus. Siris machos e fêmeas 

(n= 57) foram coletados em Tramandaí, RS, transportados ao laboratório onde foram 

aclimatados por 7 dias sob condições controladas. Após, os siris foram transferidos 

para beckers (2L) e mantidos individualmente, e subdivididos em três tratamentos, 

controle (sem TBT), TBT [100 ng/L] e TBT [1000 ng/L], sendo expostos por 48 horas e 

96 horas. Após o período experimental, os animais foram crioanestesiados para a 

coleta de hemolinfa e amostras de tecidos. Nas amostras de hemolinfa foram 

analisados os níveis de glicose, colesterol, triglicerídeos, lactato e proteínas totais, por 

técnicas colorimétricas. Nas amostras de hepatopâncreas, músculo do quelípede, 

coração e brânquias foram determinadas as concentrações de glicogênio, de proteínas 

e a lipoperoxidação. A análise estatística foi realizada através do teste de ANOVA em 

duas vias para os dados paramétricos ou de Kruskal-Wallis para os dados não 

paramétricos. As diferenças foram consideradas significativas quando P< 0,05. Nas 

amostras de hemolinfa não ocorreram diferenças significativas nos níveis de glicose, 

colesterol e triglicerídeos. O lactato hemolinfático reduziu (P< 0,05) no grupo controle 

96 horas em relação às 48 horas. Os animais expostos a 1000 ng/L por 96 horas 

apresentaram um aumento (P< 0,05) de proteínas totais em relação aos animais 

controle 96 horas. As concentrações de glicogênio no hepatopâncreas e nas brânquias 

não modificaram, enquanto no coração dos siris expostos à 1000 ng/L por 96 horas 

houve um aumento em relação aos animais expostos às concentrações de 100 (P< 

0,05) e 1000 ng/L (P< 0,05) às 48 horas. As concentrações de proteínas totais no 



 

 
 

 

hepatopâncreas, músculo e brânquias posteriores não modificaram, enquanto nas 

brânquias anteriores ocorreu uma diminuição (P< 0,05) às 48 horas em relação às 96 

horas. Não foram verificadas diferenças significativas na lipoperoxidação no 

hepatopâncreas e nas brânquias posteriores, enquanto nas brânquias anteriores, 

ocorreu um aumento de lipoperoxidação às 48 horas em relação às 96 horas (P< 0,05). 

As brânquias anteriores, possivelmente devido às suas características morfológicas e 

funcionais, foi o tecido que apresentou alterações no metabolismo de proteínas e danos 

oxidativos em lipídeos. Os resultados obtidos sugerem que o siri C. sapidus possui 

mecanismos metabólicos que lhe permitem manter a homeostase energética 

relativamente estável frente à exposição aguda ao TBT nas doses de 100 e 1000 ng/L 

por até 96h. Contudo, mais estudos precisam ser realizados para melhor compreensão 

do risco deste contaminante para os ambientes aquáticos. 

 

Palavras-chave: Callinectes sapidus; tributilestanho; disruptor endócrino; metabolismo; 

estresse oxidativo. 

 



 

 
 

 

ABSTRACT 

Tributyltin (TBT) is an organotin compound widely used as antifouling agent in ship paint 

formulations to resist the settlement of organisms in ship hulls. Aquatic pollution 

resulting from its usage has been of great concern due to its bioaccumulation potential, 

persistence in sediment and highly toxic effects on non-target aquatic life. Despite 

efforts to reduce its use, considerable levels of TBT are still detected in marine 

ecosystems exceeding toxicity level. TBT is an endocrine disruptor that can impact the 

metabolism and reproduction of aquatic vertebrates and invertebrates. The blue crab 

Callinectes sapidus is an economically and ecologically important decapod crustacean 

that naturally occurs in estuarine environments. This study was developed to evaluate 

the effects of an acute exposure to sublethal doses of TBT on the metabolism of the 

blue crab. After 7 days of acclimation to laboratory conditions, the crabs (n= 57) were 

transferred to individual cages and divided in 3 groups: control, TBT [100 ng/L] and TBT 

[1000 ng/L] and exposed for 48 and 96 hours. At the end of the experimental period, the 

crabs were chilled on ice for 15 minutes to collect hemolymph and tissues samples. The 

levels of glucose, lactate, cholesterol, triglycerides and total proteins were determined in 

the hemolymph samples using colorimetric techniques. The concentration of glycogen, 

proteins and lipoperoxidation was analyzed in hepatopancreas, anterior and posterior 

gills, heart and muscles samples. Parametric results were analyzed by two-way ANOVA 

and non-parametric data by Kruskal-Wallis test. The differences were considered 

significant when P < 0.05. The levels of glucose, cholesterol and triglycerides in the 

hemolymph did not modify, while lactate levels reduced in the control group after 96h (P 

< 0.05). Protein levels in the hemolymph of TBT 1000 ng/L group increased at 96h in 

relation to control (P < 0.05). The concentration of glycogen in hepatopancreas, muscle 

and gills did not modify, while an increase occurred in the heart of the 1000 ng/L group 

at 96h in relation to the same group at 48h (P < 0.05). Protein concentration in 

hepatopancreas, muscle and posterior gills did not alter whereas in anterior gills, a 

reduction occurred at 48h (P < 0.05). Lipoperoxidation levels in hepatopancreas and 

posterior gills did not alter whereas in anterior gills, an increase occurred at 48h (P < 

0.05). Because of its morphological and physiological features, anterior gills were the 

tissue mostly affected by TBT. Therefore, it seems that the blue crab can maintain 



 

 
 

 

energetic homeostasis at least for 96h of TBT exposure. However, more studies are 

necessary to fully understand the mechanisms of TBT action on the intermediary 

metabolism of the blue crab. 

 

Keywords: Callinectes sapidus; tributyltin; endocrine disruption, metabolism; oxidative 

stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 COMPOSTOS ORGANOESTÂNICOS 

 

Compostos organoestânicos (OTs) são caracterizados pela ligação covalente 

entre estanho (Sn) e cadeias orgânicas (HOCH et al., 2001). As principais espécies de 

OTs, os compostos butilestânicos (BTs) e fenilestânicos (PTs) são muito utilizados 

como inseticidas, fungicidas, na indústria de PVC, catalizadores industriais e na pintura 

dos cascos de navios para evitar a incrustação por cracas, mexilhões e algas 

(CRISTALE et al. 2012; GAO et al., 2017; FANG et al., 2017).  

A incrustação biológica marinha, geralmente denominada bioincrustação 

marinha, pode ser definida como o acúmulo de microrganismos, plantas e animais 

aquáticos em superfícies naturais e artificiais, imersas ou submersas na água do mar 

(YEBRA et al., 2004; SCHULTZ et al., 2011). No caso de cascos de navios, a 

bioincrustação causa um aumento na resistência ao atrito, devido à rugosidade gerada, 

ocasionando um aumento de peso, redução da velocidade e perda de manobrabilidade, 

o que leva ao aumento no consumo de combustível resultando em uma maior emissão 

de compostos nocivos (RASCIO, 2000; CHAMP, 2000). Devido a isso, são incorporadas 

substâncias tóxicas, incluindo o tributilestanho (TBT), em matriz de tinta que 

gradualmente liberta o biocida da camada superficial para impedir o assentamento. 

Porém, o uso generalizado de tóxicos em tintas anti-incrustantes resultou em altos 

níveis de contaminação no meio ambiente e levantou preocupações sobre seus efeitos 

nas comunidades marinhas com o passar do tempo (ALZIEU et al., 1986; 

KONSTANTINOU & ALBANIS, 2004). 

Em consequência desse uso, grandes quantidades de OTs têm sido liberadas 

em ecossistemas aquáticos, tanto diretamente a partir do descarte industrial, como 

indiretamente, através de resíduos de cascos de navios (LAGERSTRÖM et al., 2017). 

Ambientes estuarinos são comumente afetados pelas atividades humanas, recebendo 

efluentes sanitários e de pesticidas, derramamentos acidentais de produtos químicos 

como óleo de petróleo e dejetos resultantes do tráfico de embarcações como os OTs 
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(ARTIFON et al., 2016; BATISTA et al., 2016). Os OTs estão entre os compostos mais 

tóxicos introduzidos em ecossistemas aquáticos por atividades antropogênicas, pois 

além de apresentarem atividade neurotóxica, imunotóxica e genotóxica, estudos em 

animais selvagens e de laboratório demonstram suas ações como potentes disruptores 

endócrinos, causando alterações metabólicas e no sistema reprodutor (GRACELI et al., 

2013; ARAÚJO et al., 2018; BERTO-JÚNIOR et al., 2018; MARQUES et al., 2018; 

NUNES-SILVA et al., 2018; SILVA et al., 2018; RONCONI et al., 2018; VOGT et al., 

2018).  

  Os efeitos do TBT, um dos principais anti-incrustantes utilizados em tintas de 

cascos de navios, em organismos não alvos tornaram-se aparentes no final da década 

de 1970. A partir deste período começou a ser observado que o número de ostras 

estava sofrendo grandes quedas devido à redução do seu crescimento, anomalias no 

desenvolvimento larval e malformação de concha afetando esses animais, sendo assim, 

em 1982, a França proibiu a aplicação de tintas anti-incrustantes à base de TBT em 

navios com menos de 25 metros (TERLIZZI et al., 2001). Logo após, o imposex, que é 

um desequilíbrio hormonal nas fêmeas de gastrópodes e bivalves, o que induz o 

desenvolvimento dos órgãos sexuais masculinos levando à masculinização de fêmeas, 

começou a ser descrito (STANGE et al., 2012; MARTINOVI´C et al., 2016). Atualmente 

esse fenômeno já foi descrito em mais de 200 espécies de moluscos e acredita-se ser 

causado, pelo menos em parte, por interação com o receptor retinóide-X (RXR, do 

inglês retinoid X receptor) já identificado como outro efeito negativo da contaminação 

(CHAMP & PUGH, 1987; PARK et al., 2016; LAGADIC et al., 2018). Em consequência, 

surgiram restrições à utilização de TBT em pequenas embarcações no Reino Unido 

(1987), EUA (1988), Canadá (1989), Austrália (1989) e UE (1989) (CHAMP, 2000; LE 

MAIRE et al., 2009; MARTINOVI´C et al., 2016). 

O TBT é um contaminante em sistemas aquáticos presente em todo o mundo e 

pode ser encontrado no ambiente em concentrações na faixa de indetectável em áreas 

de oceano aberto, para 17 ng/L em estuários e até 100 ng/L em portos (FENT, 1996). 

Portanto, a presença de imposex em gastrópodes tem sido utilizada como bioindicador 

da contaminação ambiental por OTs (CASTRO et al., 2012; ARTIFON et al., 2016; 
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MACIEL et al., 2018). Além de imposex, no bivalve Lamellidens marginals, a exposição 

ao TBTCl de forma aguda, resultou na diminuição gradual de glicogênio nas brânquias, 

gônadas e glândulas digestivas à medida que o período de exposição aumentava (24, 

48, 72 e 96 horas) (JAGTAP, 2018). 

A Organização Marítima Internacional (IMO, do inglês International Maritime 

Organization) determinou pela convenção internacional para o controle de substâncias 

anti-incrustantes a proibição da aplicação de TBT em todos os navios após 1º de janeiro 

de 2003 e exigiu sua ausência como revestimento ativo em todos os navios após 1º de 

janeiro de 2008 (IMO, 2001). Apesar do uso de TBT ter sido banido, altos níveis ainda 

podem ser encontrados na água, no sedimento e em animais (FANG et al, 2017; 

LAGERSTRÖM et al., 2017). Estudos recentes na Europa revelaram que altos níveis de 

OTs ainda estão sendo liberados para ambientes aquáticos, provenientes do descarte 

de água usada para lavar embarcações, camadas antigas de tinta dos cascos ou velhos 

navios abandonados (LAGERSTRÖM et al., 2017; LARANJEIRO et al., 2018; 

SCHØYEN et al., 2019).  

Na América do Sul, somente o Brasil e a Argentina possuem restrições legais 

quanto ao uso de OTs (ARTIFON et al., 2016, BATISTA et al., 2016). No Brasil, o uso 

de OTs foi proibido pela Marinha em 2007 (DPC, 2007) e pelo Senado Federal em 2010 

(decreto 797/2010). Entretanto, altos níveis de OTs foram recentemente detectados em 

Pernambuco, Bahia, Paraná, São Paulo, Rio de Janeiro e Espírito Santo (CASTRO et 

al., 2012; SANT’ANNA et al., 2014; ARTIFON et al., 2016; MACIEL et al., 2018). 

Portanto, mesmo com as autoridades locais atuando para controlar o uso de tintas anti-

incrustantes baseadas em OTs, esses compostos ainda estão presentes em áreas 

como portos comerciais, marinas e estaleiros brasileiros. Estes achados mostram a 

necessidade de estudos para avaliar a contaminação e os danos causados devido à 

poluição com OTs usando modelos biológicos.  

O TBT tende a se acumular no sedimento e está presente na interface 

sedimento-água. Invertebrados bentônicos como moluscos, ascídios e crustáceos 

decápodes, entram em contato com este contaminante através da água pela respiração 

e pela alimentação de animais contaminados e, ocasionalmente, ingerindo também o 

sedimento. Assim como no sedimento, o TBT pode se acumular nos tecidos dos 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X11000166#b0485
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animais, processo conhecido como bioacumulação, que ocorre quando a taxa de 

ingestão excede a de excreção (RAND & PETROCELLI, 1985; RUBIO-FRANCHINI & 

RICO-MARTÍNEZ, 2011). Esse processo interfere nas redes alimentares, podendo 

causar danos ao ambiente e à saúde humana (JADHAV et al., 2011; GOMES et al., 

2014; PODRATZ et al., 2014; SANT’ANNA et al., 2014; LEE et al., 2016). Nos 

organismos aquáticos, o grau de bioacumulação depende da dinâmica da cadeia 

alimentar, disponibilidade e persistência de substâncias tóxicas na água e, 

principalmente, das propriedades químicas e físicas das substâncias tóxicas (RAND & 

PETROCELLI, 1985; RUBIO-FRANCHINI & RICO-MARTÍNEZ, 2011). 

O TBT, assim como os metais, pode ser potencialmente transferido para níveis 

tróficos mais altos de teias alimentares aquáticas, estendendo seus efeitos adversos 

aos seres humanos que consomem frutos do mar contaminados, processo conhecido 

como biomagnificação (SPIEGEL, 2002). A biomagnificação ocorre em consequência 

de um aumento na concentração de traços de um composto ou substância através de 

pelo menos dois níveis tróficos em uma cadeia alimentar (BARWICK & MAHER, 2003). 

Efeitos subletais do TBT em moluscos adultos ocorreram em concentrações em 

torno de 2 ng/L enquanto que os crustáceos são afetados em valores mais altos – em 

torno de 500 ng/L, o que pode indicar que crustáceos contaminados por TBT no 

ambiente estão expostos a valores altos do contaminante (FENT, 1996; OBERDÖSTER 

et al., 1998). Peixes e mamíferos marinhos também podem se contaminar pela água ou 

pela ingestão de alimento – invertebrados – contaminados (PODRATZ et al., 2015; LEE 

et al., 2016; ARAÚJO et al., 2018; MARQUES et al., 2018). Portanto, o consumo de 

frutos do mar (peixes e invertebrados) contaminados pode causar sérios riscos à saúde 

humana (SANTOS et al., 2009; PODRATZ et al., 2014; LEE et al., 2016). O limite de 

segurança estabelecido pela European Food Safety Authority é de 250 ng/kg/dia de 

TBT. No entanto, concentrações superiores foram detectadas em animais expostos a 

esse composto, conforme reportado em estudo realizado em Pernambuco, onde 

moluscos comestíveis apresentaram cerca de 542 ng Sn/g (MACIEL et al., 2018). 

Os OTs são reconhecidos como potentes agentes disruptores endócrinos, 

(CHAMP & PUGH, 1987; STANGE et al., 2012; MARTINOVI´C et al., 2016; PARK et al., 

2016; LAGADIC et al., 2018). Os efeitos de desregulação endócrina podem ocorrer em 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749111001771#bib31
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749111001771#bib31
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749111001771#bib31
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/trophic-level
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/trophic-level
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/trophic-level
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aquatic-food-webs
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X18302777#bb0255
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diferentes níveis fisiológicos: a) alterando (inibindo ou estimulando) a secreção de 

hormônios, efeito relacionado a mecanismos que controlam a liberação de hormônios 

das células endócrinas e a síntese desses hormônios; b) interferindo na interação 

hormônio-receptor, onde o disruptor endócrino pode atuar como agonista ou 

antagonista pela ligação direta a um receptor hormonal ou indiretamente, interferindo 

nos mecanismos em qualquer etapa da via de transdução de um hormônio, alterando 

seu efeito final; c) modificando o metabolismo dos hormônios circulantes, aumentando 

ou diminuindo sua taxa de excreção e/ou biotransformação no hepatopâncreas ou 

outros órgãos (RODRÍGUEZ et al., 2007). 

 

 

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) são produzidas como subproduto da 

atividade mitocondrial apresentando papel fisiológico na sinalização celular e sendo 

mantidas em equilíbrio homeostático por mecanismos pró- e antioxidantes (BELLANTI 

et al., 2013; KANDER et al., 2017). O estresse oxidativo ocorre quando a produção de 

EROs excede a capacidade das defesas antioxidantes celulares de remover essas 

espécies tóxicas (LIMÓN-PACHECO & GONSEBATT, 2009; KALYANARAMAN, 2013).  

Um radical livre é definido como uma molécula com um ou mais elétrons não 

emparelhados em uma camada de valência mais externa. As EROs podem ser radicais 

livres derivados do N2 como o óxido nítrico (●NO) ou do O2 como os radicais superóxido 

(O2●-) e hidroxila (●OH). O peróxido de hidrogênio (H2O2) também é considerado uma 

ERO, porém não é um radical, mas um precursor de radicais livres (FRANCO et al., 

2009; KALYANARAMAN, 2013).  

 Os organismos vivos possuem um potencial de se defender das EROs através 

do sistema de antioxidantes que podem ser ou não enzimáticos, mas ambos 

apresentam função de evitar que esses radicais livres causem efeitos deletérios ao 

organismo (LUSHCHAK, 2011). O sistema antioxidante enzimático inclui as enzimas 

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) que catalisam a reação de peróxidos 

orgânicos e inorgânicos como o H2O2 a H2O e O2, e a enzima superóxido dismutase 
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(SOD) que catalisa a remoção de O2
●- gerando H2O2 como produto final da dismutação 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2005; LIMÓN-PACHECO & GONSEBATT, 2009; LI et 

al., 2016). Os antioxidantes não enzimáticos, incluindo a vitamina A (retinol), vitamina C 

e vitamina E, entre outras moléculas (ácido úrico, melatonina, glutationa), também 

contribuem para o sistema de defesa antioxidante. A vitamina C é potente agente de 

eliminação de radicais na fase aquosa do citoplasma, enquanto formas lipossolúveis, 

como as vitaminas A e E, atuam como antioxidantes em ambientes lipídicos 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2005). 

 Quando a homeostase redox é então rompida, o que pode ocorrer devido a 

fatores ambientais como exposição à radiação ionizante, metais, pesticidas, compostos 

orgânicos tóxicos e certos fármacos, estabelece-se um estado pró-oxidante, levando a 

danos em proteínas, lipídeos e ao DNA (KANDER et al., 2017).  

Os agrotóxicos, como pode ser considerado o TBT, incluem os inseticidas, 

herbicidas, fungicidas e possuem finalidade de eliminar organismos indesejáveis de 

plantas e animais. Estes são capazes de induzir o estresse oxidativo através de 

mecanismos como, aumento do nível de EROS, alteração do metabolismo celular, 

inativação de antioxidantes e enzimas associadas, interferir nos processos de 

fornecimento de energia e modificar os processos vitais essenciais como transcrição e 

tradução. Salienta-se que muitos desses efeitos também podem ser causados pela 

contaminação por metais (REGOLI, 2001; LUSHCHAK, 2011).  

O dano celular mais frequente causado pelas EROs é chamado de peroxidação 

lipídica (LPO), resultante da sua reação com lipídios para produzir peróxidos lipídicos. A 

LPO é considerada um dos principais biomarcadores do estresse oxidativo, pois os 

lipídios são facilmente danificados pelas EROs em muitos organismos, principalmente 

os aquáticos (LUSHCHAK 2011; LESSER, 2011). Neste contexto, os organismos 

aquáticos podem servir como modelos na investigação de processos básicos de danos 

e proteção celular por EROs, desenvolvimento de lesões nos tecidos e consequências 

fisiológicas seguidas, como doenças e envelhecimento (LUSHCHAK, 2011). 

A exposição a pesticidas e outros contaminantes causam estresse oxidativo em 

crustáceos (DUTRA et al., 2008; 2009; 2011; NEGRO et al., 2019). Quando o 

caranguejo de água doce Zichiopsis collastinensis foi exposto a clorpirifós, um pesticida 
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organofosforado, nas concentrações de 0,1 e 0,5 µg/L, e avaliado em quatro intervalos 

de um tempo total de 96 horas, desenvolveu diminuição da atividade da enzima 

glutationa S-transferase (GST) e o aumento da concentração de H2O2 nas brânquias e 

alterações nos níveis de GST, CAT e SOD e aumento na concentração de H2O2 no 

hepatopâncreas (NEGRO et al., 2019). O camarão Austinogebia edulis, quando exposto 

ao cádmio nas concentrações de 0,5 e 5mg/kg por 96 horas, apresentou diminuição da 

atividade das enzimas SOD, CAT e GPx conforme o aumento da concentração de 

cádmio e com o tempo de exposição no hepatopâncreas, brânquias e músculo, assim 

como danos de peroxidação lipídica nas concentrações mais altas (DAS et al., 2019). 

Após exposição do camarão Exopalaemon carinicauda ao naftaleno por quatro dias a 

seis concentrações diferentes, foi observado aumento na atividade das enzimas CAT, 

SOD, GPx e GST no cefalotórax em doses intermediárias enquanto que nas 

concentrações mais altas o estresse restringia a atividade dessas enzimas (ALI & LIU, 

2013).  

O aumento da LPO é um dos principais contribuintes para a perda da função 

celular em situações de estresse oxidativo e a sua determinação foi empregada com 

sucesso em animais aquáticos para indicar estresse oxidativo induzido por 

contaminantes orgânicos, incluindo pesticidas organofosforados (MONSERRAT et al., 

2007; LAVARÍAS et al., 2013). No estudo realizado por Rossbach et al. (2017), que 

expuseram o caranguejo Carcinus maneas a doses subletais de cobre (Cu), apresentou 

um aumento da LPO nas brânquias anteriores após 4 dias de exposição, não havendo 

alteração nas brânquias posteriores e hepatopâncreas. Quando avaliada a LPO nas 

brânquias e no hepatopâncreas de siris C. amnicola capturados de diferentes pontos de 

água contaminada por efluentes industriais, foi observado um menor dano oxidativo 

significativo nos animais coletados do ponto considerado controle em relação aos 

demais locais, assim como para o hepatopâncreas (JEROME et al., 2017). A exposição 

dos anfípodes Hyalella curvispina, H. pleocuta e H. castroi ao carbofuran, aumentou a 

lipoperoxidação (DUTRA et al., 2008). O mesmo aconteceu após a exposição de H. 

castroi ao herbicida Roundup® (princípio ativo - glifosato) por 7 dias nas concentrações 

de 0,36, 0,52, 1,08 e 2,16 mg/L (DUTRA et al., 2011). 
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1.3 EFEITOS DOS COMPOSTOS ORGANOESTÂNICOS EM CRUSTÁCEOS 

 

Em crustáceos, a contaminação por TBT pode ocorrer através da difusão da 

água pelas brânquias, pelo contato com o sedimento ou pela ingestão de alimentos 

contaminados, por exemplo, os moluscos gastrópodes (LEE, 1989). As brânquias são 

um dos pontos de entrada para substâncias nocivas, pois representam um grande 

sistema de órgãos adsorventes (REICHMUTH et al., 2010). O hepatopâncreas exerce 

funções de fígado, tecido adiposo e pâncreas sendo o principal órgão responsável pela 

absorção e armazenamento de nutrientes, biotransformação de xenobióticos, síntese e 

secreção de enzimas digestivas, e pode ser danificado por ser um local de 

armazenamento de substâncias tóxicas (VINAGRE & DA SILVA 2002; REICHMUTH et 

al., 2010; VOGT et al., 2018). O hepatopâncreas possui enzimas da família citocromo 

P450 (CYP) que, assim como no fígado dos vertebrados, realiza as reações de 

biotransformação em fase I e II sendo capaz de metabolizar TBT formando 

dibutilestanho (DBT) e monobutilestanho (MBT) (LEE, 1989; LEE, 1996; JAMES, 1990). 

Após quatro dias da alimentação com camarões contaminados com TBT, foi 

verificado aumento na concentração de TBT no músculo do siri Callinectes sapidus, 

enquanto que os níveis de DBT e MBT se elevaram após 8 e 12 dias, respectivamente, 

demonstrando a sua capacidade de bioacumulação e a metabolização de TBT (RICE et 

al., 1989). Em outro estudo no qual os siris receberam alimento contaminado com TBT, 

o hepatopâncreas foi o tecido que apresentou maior contaminação (VANNUCI-SILVA et 

al., 2013). Em outros crustáceos como o caranguejo ermitão Clibanarius vittatus, a 

assimilação de uma única dose de TBT na comida foi maior do que na água, e os níveis 

do TBT nos tecidos (pool) diminuiu progressivamente ao longo de 15 dias (SANT’ANNA 

et al., 2012). Nesse mesmo estudo, também foi detectado DBT, indicando a 

metabolização de TBT. Já em outro estudo, o tratamento de C. sapidus alimentados 

com carne de peixe contaminada nas concentrações de 125, 250 e 500 µg/kg de TBT 

por 16 dias diminuiu a atividade da CYP450 no hepatopâncreas (OBERDÖRSTER et 

al., 1998). 

  Em crustáceos, o hepatopâncreas é o principal órgão de síntese e estocagem de 

glicogênio, lipídeos e proteínas (ANTUNES et al., 2010; JIMENZES & KINSEY, 2015). 
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Além do hepatopâncreas, o músculo, as brânquias e as gônadas também possuem 

reservas energéticas que são mobilizadas de forma tecido-específica conforme o 

estado nutricional ou o tipo de estresse em que o animal se encontra (DE OLIVEIRA et 

al., 2005; FERNANDES et al., 2018; JIMENZES & KINSEY, 2015; VINAGRE; Da 

SILVA, 2002). No lagostim Macrobrachium rosenbergii, o tratamento crônico (90 dias) 

com TBT (10, 100 e 1000 ng/L) dissolvido na água, diminuiu as concentrações de 

glicogênio, lipídeos e proteínas no hepatopâncreas (REVATHI et al., 2019). Após a 

exposição aguda (24, 48, 72 e 96 horas) ao TBTCl dissolvido na água, a concentração 

de glicogênio nas gônadas, brânquias, músculo e hepatopâncreas do lagostim 

Macrobrachium kistnensis diminuíram gradualmente (KHARAT et al., 2009).  

  No copépode Daphnia magna, a exposição ao TBT causou morte associada ao 

processo de ecdise (muda) (WANG et al., 2011). A administração simultânea de TBT e 

20-hidroxiecdisona – o hormônio da muda em crustáceos –, resultou em ecdise 

prematura e morte, caracterizando a toxicidade dessa associação (WANG et al., 2011). 

O RXR forma heterodímeros com muitos receptores nucleares e, nos crustáceos, se 

associa ao receptor de ecdisona (EcR, do inglês ecdysone receptor) (LE BLANC et al., 

2007; WANG & LE BLANC, 2009; SUN et al., 2014). Em estudo in silico foi 

demonstrado que o TBT se liga ao RXR do caranguejo Crangon crangon, alterando a 

expressão de vários genes (VERHAEGEN et al., 2011). Em mamíferos e peixes, o TBT 

também se liga ao RXR, interferindo na sua associação a outros receptores nucleares 

como o peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ) e alterando a expressão 

de genes envolvidos na xenoproteção, homeostase lipídica e desenvolvimento 

(BERTULOSO et al., 2015, BERTO-JÚNIOR et al., 2018; MARQUES et al., 2018). Em 

outro estudo com D. magna, a administração de 0,036 ou 0,36 µg/L de TBT na água, 

aumentou os níveis de triglicerídeos, ésteres de colesterol e fosfocolinas em gotas 

lipídicas e alterou a expressão de muitos genes, incluindo o RXR, sugerindo efeito 

obesogênico (JORDÃO et al., 2015). 

Os animais exibem uma variedade de respostas ao estresse quando seus 

sistemas fisiológicos regulados são estendidos além da faixa normal e essa falha da 

resposta homeostática pode levar ao aumento de distúrbios fisiológicos (FANJUL-

MOLES, 2006). Entre essas respostas, o estresse ambiental e a exposição a poluentes 
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pode ocasionar um aumento na secreção de hormônio hiperglicemiante de crustáceos 

(CHH) (RODRÍGUEZ et al., 2007; WEBSTER et al., 2012) e na produção de proteínas 

de choque térmico (HSPs, do inglês Heat Shock Proteins) (CHANG, 2005). Em 

vertebrados, a hiperglicemia é considerada uma resposta secundária ao aumento nos 

níveis de catecolaminas e corticosteroides (FABBRI; MOON, 2016; MASSARSKY; 

TRUDEAU; MOON, 2011). Crustáceos também desenvolvem hiperglicemia em 

situações estressantes, a qual pode ser desencadeada por aumento em monoaminas 

e/ou no hormônio hiperglicemiante de crustáceos (CHH) (CHUNG; ZMORA, 2008; 

MODEL et al., 2019; WEBSTER; KELLER; DIRCKSEN, 2012). No caranguejo 

Oziotelphusa senex senex, a injeção de 10 µmoles dos organoestânicos tripalmitin, 

fentin ou fenbutatin causou hiperglicemia (NAGARAJU, 2011). As proteínas de choque 

térmico (HSPs, do inglês Heat Schock Proteins) foram assim denominadas por serem 

induzidas pelo choque térmico, porém sabe-se que estas proteínas estão envolvidas na 

resposta a vários tipos de estresse e estão presentes em todos os grupos de animais 

(CASCELLA et al., 2015; COTTIN et al., 2015). Além de alterações na temperatura, 

diferentes tipos de estresse ambientais, tais como alterações na salinidade e exposição 

a metais, desencadeiam uma rápida resposta ao choque térmico (heat shock response, 

HSR) em crustáceos, aumentando a expressão gênica de HSPs (FERNANDES et al., 

2018; VOGT et al., 2018). A exposição ao TBT aumentou de forma dose dependente a 

expressão proteica de HSP60 em C. sapidus, avaliado por imunohistoquímica 

(OBERDÖRSTER; RITTSCHOF; MCCLELLAN-GREEN, 1998). 

 

 

1.4. SIRI AZUL 

 

No Brasil, os siris-azuis pertencentes ao gênero Callinectes são ecologicamente 

importantes, devido aos nichos que esses organismos ocupam e à sua contribuição 

para a reciclagem de matéria orgânica em ambientes marinhos e estuarinos (BORDON 

et al., 2018). O siri azul Callinectes sapidus (Rathbun, 1896) é um decápode 

pertencente do táxon Brachyura, conhecidos como os caranguejos verdadeiros. Os 

braquiúros são encontrados na maioria dos habitats bentônicos marinhos, sendo 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/estuarine-environment
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/estuarine-environment


 

21 
 

poucas espécies de água doce, apresentam corpo deprimido e curto, o que o torna 

mais largo que longo, o primeiro par de pereópodes (quelípede) possui uma pinça 

preênsil, enquanto os outros pereópodes apresentam função de locomoção. Nos 

decápodes da família Portunidae, que inclui os caranguejos nadadores ou siris, assim 

como o C. sapidus, o último par de pereópodes é largo, achatado distalmente e 

semelhante a remos, o que os permite o movimento de natação (RUPPERT et al., 

2005). 

O C. sapidus ocorre naturalmente na costa leste do Oceano Atlântico desde a 

Nova Escócia (Canadá) até o norte da Argentina (MELO, 1999; CESAR et al., 2003). É 

uma espécie bentônica, encontrada em lagoas, águas oceânicas ou estuarinas de até 

90m de profundidade, sendo mais abundante em locais de profundidade até 35m, em 

substratos arenosos e lamacentos, com ou sem vegetação (WILLIAMS, 1974; 

MIZEREK et al., 2011). Apresenta hábito alimentar generalista oportunista, 

alimentando-se de invertebrados bentônicos (bivalves, poliquetas, outros crustáceos), 

carcaças de animais, plantas e sedimento (ingestão ocasional geralmente associada à 

ingestão de poliquetas) (WILLIAMS, 1974; OLIVEIRA et al., 2006). Portanto, é 

considerado um predador bentônico chave, por controlar a abundância de outras 

espécies bentônicas em ambientes estuarinos (OLIVEIRA et al., 2006). O C. sapidus é 

uma espécie bem adaptada ao ambiente estuarino, apresentando grande tolerância a 

variações de salinidade (encontrado desde águas doces até lagoas hipersalinas no 

México), temperatura e tensão de oxigênio (WILLIAMS, 1974; STOVER et al., 2013). 

Além de sua grande importância ecológica, muitos crustáceos decápodes 

apresentam grande valor comercial e nutritivo, devido ao sabor agradável e por sua 

carne apresentar grande valor comercial na culinária mundial (LEBLANC et al., 2007). O 

esforço pesqueiro nos Estados Unidos em 2016 foi de 74.000 toneladas segundo o 

National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA, 2016). Embora a pesca do 

siri seja feita principalmente de forma artesanal no Brasil, o C. sapidus é a principal 

espécie de siri comercializada no país (IGARASHI, 2009; MENDONÇA et al., 2010; 

BORTOLOTTO, 2011).  

Os bioensaios desempenham um papel importante no fornecimento de 

informações sobre o impacto de contaminantes ambientais emergentes nos organismos 
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aquáticos assim como para o monitoramento da qualidade da água. A avaliação dos 

efeitos agudos e crônicos do TBT em laboratório é importante para a compreensão da 

potencial toxicidade do TBT para populações de peixes e outros animais marinhos (KIM 

et al., 2018). Os crustáceos decápodes e microcrustáceos são considerados excelentes 

modelos animais para estudos dos efeitos ecológicos e toxicológicos de xenobióticos 

(SANT’ANNA et al., 2012; AGUIRRE-MARTÍNEZ et al., 2013; SUN et al., 2014).  

Tendo em vista que a contaminação por OTs ainda está presente em áreas 

portuárias estuarinas e a importância ecológica e socioeconômica do C. sapidus, a 

identificação de seus efeitos sobre o siri azul visa não somente à identificação dos 

efeitos tóxicos sobre esse animal, como também à identificação de possíveis efeitos 

para a população humana que consome a carne de siris, seja para subsistência e/ou 

fins turísticos/ comerciais. Ademais, é de grande relevância para o Brasil, o 

entendimento dos prejuízos à saúde causados pelo consumo de alimentos marinhos 

contaminados. Não obstante, a possível ecotoxicidade per se pode representar um 

agravo para a saúde pública, tendo em vista que, a faixa territorial mais populosa do 

Brasil é a litorânea, aumentando ainda mais a possibilidade de exposição a algum 

xenobiótico como os OTs. Finalmente, os resultados obtidos a partir de estudos com o 

C. sapidus poderão contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de manejo 

e pesca sustentável dessa espécie tão importante no litoral brasileiro.  
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2 HIPÓTESE E OBJETIVOS 

 

 

2.1 HIPÓTESE 

 

Considerando que TBT apresenta efeitos neurotóxicos, imunotóxicos e 

genotóxicos em vertebrados, e que ainda são pouco conhecidos os seus efeitos em 

crustáceos, pretende-se investigar a hipótese de que a exposição aguda a doses 

subletais de TBT pode causar alterações no metabolismo intermediário e na 

homeostase oxidativa no siri C. sapidus. 

 

 

2.2 OBJETIVOS GERAIS 

 

Verificar os efeitos do tratamento agudo com doses subletais de TBT sobre o 

metabolismo intermediário e homeostase oxidativa em siris C. sapidus. 

 

 

2.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Investigar os efeitos do tratamento agudo com TBT nas concentrações de 100 e 

1000 ng/L por 48 e 96 horas sobre: 

- Os metabólitos na hemolinfa: glicose, lactato, colesterol, triglicerídeos e 

proteínas totais; 

- A concentração de glicogênio no hepatopâncreas, músculo, coração e 

brânquias; 

- A concentração de proteínas no hepatopâncreas, músculo, coração e 

brânquias; 

- A peroxidação lipídica (TBARS) no hepatopâncreas, músculo e brânquias. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 COLETA E MANUTENÇÃO DOS ANIMAIS 

 

Por se tratar de um projeto de pesquisa com invertebrados, o envio à análise 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (UFRGS) foi desnecessário. De qualquer modo, todos os procedimentos 

experimentais realizados seguiram a legislação vigente e as normas do Instituto 

Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) para captura 

e utilização de invertebrados nativos. A professora orientadora e o aluno do projeto 

possuem licença (SISBIO – 65698) para coleta e utilização de crustáceos decápodes 

em projetos de pesquisa científica e prestam relatórios anuais ao IBAMA, referentes ao 

número de animais capturados. 

Para definição do ponto de coleta dos animais para os experimentos, amostras 

de sedimento e de espécimes foram coletas e enviadas à equipe do professor Dr. 

Gilberto Fillmann, do Laboratório de Microcontaminantes Orgânicos e Ecotoxicologia 

Aquática (CONECO), Instituto de Oceanografia, da Universidade Federal do Rio Grande 

(FURG) para análise da presença de TBT. Após o recebimento dos resultados 

negativos para as amostras de sedimento e dos animais, foi estabelecido o local como 

ponto de coleta. 

Siris machos e fêmeas (n= 57) foram coletados nos meses de janeiro a março de 

2019 na margem leste da Lagoa de Tramandaí (29°59´26.1”S 50°10´43.3”W) (figura 1), 

no município de Tramandaí, Rio Grande do Sul. Os animais foram capturados no 

período da tarde e à noite com rede tipo “coca” com isca para crustáceos. Em seguida, 

os animais foram transportados em caixas plásticas com água do próprio local e 

aeração ao Laboratório de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LAMEC) na 

UFRGS. 
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Figura 1. Local de coleta de C. sapidus em Tramandaí (RS).  

 

A) Distribuição de C. sapidus ao longo do oceano Atlântico e indicação do ponto de coleta (Google maps: 
acesso em 13 de março de 2020). B) Local de coleta. C) Exemplares de C. sapidus em condições de 
transporte para o laboratório. 

 

No LAMEC os animais foram acondicionados em tanque com capacidade para 

2000 L com aeração constante e bombas de oxigênio com filtro, onde foram 

aclimatados pelo período de setes dias. Durante o período de aclimatação, os siris 

foram alimentados com lula a cada dois dias, a salinidade da água foi mantida em 10‰, 

a temperatura foi mantida em 24 ± 2°C e fotoperíodo natural. A salinidade da água para 

o período de aclimatação e durante o experimento foi definida a partir da média dos 

valores de salinidade detectados em duas expedições anteriores ao início da coleta dos 

animais para o experimento. 

 

 

 



 

26 
 

3.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 

 

3.2.1 Exposição 

 

Após os sete dias de aclimatação dos siris ao LAMEC, animais em fase de 

intermuda (DRACH & TCHERNIGOVTZEFF, 1967) foram selecionados para a 

exposição. Os siris foram divididos em três grupos para cada período de exposição, 

sendo os grupos expostos por 48 horas na concentração de 100 ng/L de TBTCl 

(Tributyltin chloride T50202 Aldrich, 96% pureza) (n= 10), 1000ng/L de TBT (n= 10) e o 

controle (n= 10), e 96 horas de exposição nas mesmas concentrações, 100 ng/L de 

TBT (n= 10), 1000 ng/L de TBT (n= 10) e o controle (n= 7). A diluição do TBT foi 

realizada conforme descrito por PERANANDAM et al. (2014). Os experimentos foram 

repetidos 3 vezes para obtenção do “n” amostral. O “n” de siris por grupo experimental 

foi definido conforme metodologia já descrita em outros trabalhos com crustáceos 

(INOHARA et al., 2015; RANI et al., 2015; GOMES et al., 2019). Os grupos controles 

foram expostos a água sem TBTCl nos respectivos tempos. Os animais foram 

acondicionados individualmente em copos de Becker de 2000 mL contendo 1 L de água 

salobra a 10‰, com aeração constante, sendo que a alimentação dos animais foi 

suspensa durante o período de exposição. 

As concentrações de TBTCl foram escolhidas através da literatura previamente 

publicada, atribuindo os valores de concentrações encontrados no ambiente marinho e 

estuarino e de doses subletais consideradas pela literatura capaz de causar possíveis 

danos a decápodes (FENT, 1996; OBERDÖSTER et al., 1998).   

 

 

3.2.2 Dissecação 

 

Ao final dos períodos de exposição, os siris foram crioeutanasiados, em banho 

de gelo por 10 a 15 minutos, essa variação foi devido ao tamanho do animal. Os 

animais pesavam 48 ± 4,73 g, com comprimento total de 4,5 ± 0,11 cm e largura da 
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carapaça de 8,9 ± 0,23 cm (média dos dados ± erro padrão). Os valores da média de 

peso, largura e comprimento por grupo estão na tabela 1. Após a eutanásia do animal, 

foi realizada primeiramente a coleta da amostra de hemolinfa utilizando seringas 

descartáveis de 1 mL com adição de 10 µL de Oxalato de Potássio 8% para cada 100 

µL de hemolinfa para evitar a coagulação. Após a coleta, as amostras de hemolinfa 

foram transferidas para microtubos com capacidade de 1,5 mL com fundo cônico e 

congeladas a -20 °C até o dia da dosagem. Os seguintes parâmetros foram analisados 

nas amostras de hemolinfa: níveis de glicose, lactato, colesterol total, triglicerídeos e 

proteínas totais. 

 

Tabela 1 - Informações morfométricas de C. sapidus 

Grupo n Peso (g) Largura (cm) Comprimento (cm) 

Controle         
48 horas 

10 43 ± 51,32 9 ± 1,16 4,4 ± 2,45 

TBT [100]      
48 horas 

10 39 ± 24,14 8,25 ± 0,85 4,05 ± 1,45 

TBT [1000]    
48 horas 

10 45,5 ± 15,58 8,6 ± 0,50 4,4 ± 0,99 

Controle         
96 horas 

7 49 ± 58,56 8,4 ± 1,23 4,3 ± 2,65 

TBT [100]         
96 horas 

10 43 ± 28,85 8,65 ± 0,67 4,25 ± 1,60 

TBT [1000]      
96 horas 

10 57,5 ± 27,67 4,6 ± 0,61 9,45 ± 1,55 

Dados expressos em média dos dados ± desvio padrão. Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Após a coleta da hemolinfa, foi realizada a coleta das amostras de tecidos: 

hepatopâncreas, músculo do quelípede e brânquias anteriores (1º a 4º pares) e 

posteriores (5º a 8º pares) (figura 2). As brânquias anteriores estão associadas à função 

das trocas gasosas, enquanto as posteriores estão relacionadas a processos iônicos e 

osmorregulatórios (PILLER et al., 1995; MARTINS et al., 2011). Nas amostras de 

hepatopâncreas foram determinadas as concentrações de glicogênio, triglicerídeos e 
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peroxidação lipídica. No músculo e nas brânquias foram determinadas as 

concentrações de glicogênio e a peroxidação lipídica (TBARs). 

 

 

Figura 2. Principais órgãos internos de um caranguejo. 

 

 Brânquias anteriores (BA), brânquias posteriores (BP), coração (C) e estômago (E). Fonte: elaborada 

pelo autor. 

 

 

3.3 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 

 

3.3.1 Concentração de metabólitos hemolinfáticos 

 

As amostras de hemolinfa foram preparadas para processamento através de 

centrifugação por cinco minutos a 3000 RPM. As concentrações de substratos 

hemolinfáticos, como glicose, lactato, proteínas totais, colesterol total e triglicerídeos, 
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foram quantificadas por métodos enzimáticos com kits comerciais (Labtest Diagnóstica 

SA) em 10µL de amostra, de acordo com as instruções do fabricante. A leitura das 

amostras foi realizada em espectrofotômetro com comprimentos de ondas específicos 

para cada substrato: 1) glicose e triglicerídeos: 505 nm; 2) lactato: 550 nm; 3) proteínas 

totais: 545 nm; 4) colesterol: 500 nm. Os resultados de glicose, triglicerídeos, lactato e 

colesterol foram expressos em miligramas/decilitros de hemolinfa e os de proteínas 

totais, em gramas/decilitro de hemolinfa. 

 

 

3.3.2 Concentração de glicogênio nos tecidos 

 

A extração e quantificação de glicogênio dos tecidos foi adaptada em nosso 

laboratório (PELLEGRINO et al., 2008; INOHARA et al., 2015) a partir das técnicas de 

Van Handel (1965) e de Geary et al. (1981). Amostras de tecidos foram depositadas em 

tubos de 15 mL contendo 0,5 mL de KOH 30% e submetidas à digestão em banho 

fervente por 60 minutos. Para precipitação do glicogênio, foram adicionados 50 μL de 

Na2SO4 saturado e 1 mL de álcool etílico 96% e, em seguida, centrifugadas por dez 

minutos a 2000 RPM. Após, os tubos foram invertidos e o sobrenadante descartado. O 

glicogênio foi ressuspenso com 0,5 mL de água destilada e foi adicionado 1 mL de 

álcool etílico 96% para que fosse centrifugado novamente por dez minutos a 2000 RPM. 

Os tubos foram invertidos e o sobrenadante descartado. Para a hidrólise ácida do 

glicogênio, este foi ressuspenso com 0,5 mL de água destilada e em novos tubos, essa 

suspensão foi diluída trinta vezes e foram acrescentados 0,3 mL de HCl 4N para novo 

banho fervente por mais 60 minutos. Em seguida, após as amostras esfriarem, estas 

foram neutralizadas com 0,3 mL Na2CO3 2M. Após a hidrólise ácida, a glicose 

resultante foi quantificada pelo método enzimático da glicose-oxidase com o Kit Glicose 

Liquiform (Labtest Diagnóstica SA) em 10 µL de amostra. A leitura das amostras foi 

realizada em espectrofotômetro com comprimento de onda de 505 nm. Uma curva 

padrão de glicogênio (1 mg/mL) foi utilizada como fator de calibração e os resultados 

foram expressos em miligramas de glicogênio/grama de tecido. 
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3.3.3 Concentração de proteínas nos tecidos 

 

 A concentração de proteínas nos tecidos foi medida pelo método descrito por 

LOWRY et al. (1951) e utilizada para determinação da lipoperoxidação pela técnica de 

TBARS. 

 

 

3.3.4. Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

A peroxidação lipídica (LPO) foi avaliada medindo-se o nível de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), conforme a técnica de Buege & Aust (1978). 

As amostras de tecido (50 mg) foram adicionadas a microtubos de 2 mL, após foi 

adicionado ± 200-300 μL de tampão de extração (tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 

7,4) com um inibidor de protease para homogeneização do tecido. Em seguida foi 

completado o volume com 1 mL de tampão, misturado com auxílio do vórtex e 200 μL 

do homogenato foi transferido para novo microtubo e adicionado 200 μL da solução de 

Ácido Tiobarbitúrico (TBA) 1% e 100 μL de ácido fosfórico 7% e misturado no vórtex. 

Os tubos foram aquecidos entre 95 a 100 °C por 15 minutos em banho fervente e, em 

seguida, coberto com gelo por 5 minutos. Foi então adicionado 1 mL de butanol, 

misturado no vórtex e centrifugado a 2000 RPM a 4 °C por 5 minutos. A leitura das 

amostras foi realizada em espectrofotômetro com comprimento de onda de 532nm. Os 

valores finais de TBARS foram expressos em nM/mg de proteína usando um coeficiente 

de extinção de 156 mM/cm (HERMES-LIMA et al., 1995).  

 

 

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram submetidos ao teste de homogeneidade de Levene no 

programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences) e de normalidade de 

Komolgorov-Smirnov no programa GraphPad Prisma 6. Posteriormente, foi realizada a 

análise de variância (ANOVA) em duas vias (parâmetros fixos: concentração; tempo e 
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interação entre concentração e tempo) seguido do pós teste de Tukey para os dados 

paramétricos ou o teste de Kruskal-Wallis seguido do pós teste de Dunn para os dados 

não paramétricos. Os resultados paramétricos foram expressos em média ± erro padrão 

enquanto os não paramétricos foram expressos como mediana ± intervalo interquartil 

(10-90). Para os testes estatísticos foi utilizado o programa GraphPad Prisma 6. As 

diferenças foram consideradas significativas quando P < 0,05. Análises estatísticas para 

verificar diferença entre os sexos foram realizadas, porém não apresentaram diferenças 

significativas. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 CONCENTRAÇÃO DE METABÓLITOS HEMOLINFÁTICOS 

 

Os níveis de glicose na hemolinfa dos animais expostos (Figura 3A), foram mais 

altos nas concentrações de 100 ng/L TBTCl no tempo de 48 horas e na concentração 

de 1000 ng/L TBTCl no tempo de 96 horas, porém estas diferenças não foram 

significativas em relação ao grupo controle. Os níveis de colesterol na hemolinfa dos 

animais expostos às doses de 100 e 1000 ng/L no tempo de 48 horas (Figura 3B) foram 

semelhantes aos níveis de colesterol nas mesmas concentrações após 96 horas de 

exposição. Os triglicerídeos (Figura 3C) apresentaram níveis semelhantes entre todos 

os grupos, com exceção do grupo 1000 ng/L TBTCl do tempo de 96 horas, que 

apresentou o valor mais alto, porém não significativo. Os níveis de lactato (Figura 3D) 

na hemolinfa dos animais controle no tempo de 96 horas de exposição reduziram 40% 

(P< 0,05) em relação ao mesmo grupo às 48 horas. Nos demais grupos, os níveis de 

lactato na hemolinfa foram intermediários em relação aos obtidos no grupo controle às 

48 e 96 horas, não apresentando diferença significativa entre os grupos do mesmo 

período e não variando em relação ao tempo de exposição. Os níveis de proteínas 

totais (Figura 3E) elevaram-se 50% (P< 0,05) nos animais expostos à concentração de 

1000 ng/L TBTCl no tempo de 96 horas de exposição em relação aos animais controle 

do mesmo período. O aumento nos níveis de proteínas no tempo de 96 horas foi 

gradual do grupo controle para as concentrações 100 e 1000 ng/L TBTCl, porém o 

grupo na concentração de 100 ng/L TBTCl não diferiu significativamente do grupo 

controle. Os níveis de proteínas totais no grupo 48 horas foram similares entre o grupo 

controle e as concentrações de 100 e 1000 ng/L TBTCl, não apresentando diferenças 

significativas.  
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Figura 3. Concentração de metabólitos na hemolinfa de C. sapidus expostos ao TBT nas 

concentrações de 100 e 1000 ng/L. 

 

 

 

A) Glicose B) Colesterol Total C) Triglicerídeos D) Lactato E) Proteínas Totais. Letras diferentes indicam 

diferenças significativas (P < 0,05) entre cada grupo experimental. Os valores representam média ± erro 

padrão ou mediana ± intervalo interquartil (10 - 90). 
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4.2 CONCENTRAÇÃO DE GLICOGÊNIO NOS TECIDOS 

 

A concentração de glicogênio no hepatopâncreas (Figura 4A) não apresentou 

diferenças significativas entre os tratamentos. Tanto nas brânquias anteriores como nas 

brânquias posteriores (Figura 4B e 4C), não foram observadas diferenças significativas 

na concentração de glicogênio após a exposição ao TBT. A concentração de glicogênio 

no coração (Figura 4D) dos C. sapidus expostos à concentração de 1000 ng/L TBTCl 

por 96 horas elevou-se 44% e 46% em relação aos animais expostos às concentrações 

de 100 (P< 0,05) e 1000 ng/L (P< 0,05) por 48 horas, respectivamente. No músculo 

(Figura 4E), não foram observadas diferenças significativas na concentração de 

glicogênio entre os grupos, apesar do aumento em 50% no grupo exposto por 96 horas 

à concentração de 1000 ng/L TBTCl em relação ao controle.  

 

 

4.3 CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNAS NOS TECIDOS 

 

As concentrações de proteínas (Figura 5) no hepatopâncreas (5A), no músculo 

(5B) e nas brânquias posteriores (5D) não apresentaram diferenças significativas após 

a exposição ao TBT por 48 ou 96 horas. Nas brânquias anteriores (5C) foi possível 

observar uma diminuição na concentração de proteínas em relação ao tempo. No geral, 

as concentrações de proteínas foram significativamente maiores nos animais expostos 

ao tempo de 48 horas quando comparados com os grupos expostos por 96 horas (P< 

0,05).  
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Figura 4. Concentração de glicogênio nos tecidos de C. sapidus expostos ao TBT nas 

concentrações 100 e 1000 ng/L. 

 

A) Hepatopâncreas B) Brânquias Anteriores C) Brânquias Posteriores D) Coração E) Músculo. Os valores 

representam média ± erro padrão ou mediana ± intervalo interquartil (10 - 90). Letras diferentes indicam 

diferenças significativas (P < 0,05) entre cada grupo experimental. 
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Figura 5. Concentração de proteínas totais nos tecidos de C. sapidus expostos ao TBT nas 

concentrações 100 e 1000 ng/L. 

 

 

 

A) Hepatopâncreas B) Músculo C) Brânquias Anteriores D) Brânquias Posteriores. Os valores 

representam média ± erro padrão ou mediana ± intervalo interquartil (10 - 90). *: diferença significativa (P 

< 0,05) entre os tempos. 
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4.4 SUBSTÂNCIAS REATIVAS AO ÁCIDO TIOBARBITÚRICO (TBARS) 

 

A LPO – avaliada pelos níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) –, no hepatopâncreas (Figura 6A) e nas brânquias posteriores (6C) dos siris 

não apresentou diferenças significativas nos animais expostos a diferentes tempos e a 

diferentes concentrações do TBTCl. Nas brânquias anteriores (6B), os níveis de LPO 

foram significativamente mais altos (P< 0,05) em siris expostos por 48 horas 

independentemente das concentrações de TBTCl testadas em relação aos grupos 

expostos por 96 horas. Apesar de ter ocorrido um aumento de 46% e de 55% nos níveis 

de LPO nos grupos 100 e 1000 ng/L TBTCl em relação ao controle às 48 horas de 

exposição, respectivamente, essa variação não foi significativa. 
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Figura 6: Concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) nos 

tecidos de C. sapidus expostos ao TBT nas concentrações 100 e 1000 ng/L. 

 

 

 

A) Hepatopâncreas B) Brânquias Anteriores C) Brânquias Posteriores. Os valores representam média ± 

erro padrão. *: diferença significativa (P < 0,05) entre os tempos. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos sugerem que o siri C. sapidus possui mecanismos 

metabólicos que lhe permitem manter a homeostase energética frente à exposição 

aguda ao TBT nas doses de 100 e 1000 ng/L por até 96 horas. Estudos com 

exposições agudas revelaram que os decápodes apresentam maior tolerância ao TBT 

do que os microcrustáceos, a qual pode estar relacionada a uma maior capacidade de 

metabolização/eliminação do TBT (U´REN, 1983; OBERDÖSTER et al., 1998; TANG et 

al., 2009; SUN et al., 2015).  

Assim como em vertebrados, alterações em metabólitos na hemolinfa de 

crustáceos podem ser indicativos de que o animal se encontra estressado (MALEV et 

al., 2010; LORENZON et al., 2007; HERNÁNDEZ-PALOMARES et al., 2018; MODEL et 

al., 2019). Embora os animais tenham permanecido por até 96 horas em jejum, o 

tratamento agudo com TBT nas doses de 100 e 1000 ng/L não causou alterações 

significativas nos níveis de glicose, colesterol e triglicerídeos na hemolinfa de C. 

sapidus. Os níveis de lactato nos animais do grupo controle estavam mais elevados 

quando expostos por 48 horas, diminuindo às 96 horas, sugerindo a utilização do 

lactato como fonte de energia, possivelmente para a manutenção da glicemia, às 96 

horas. O lactato, o principal produto da via glicolítica em crustáceos, tende a elevar-se 

na hemolinfa após o exercício (MORRISS et al., 2010; TURNER et al., 2014) ou quando 

crustáceos são expostos a ambientes hipóxicos ou anóxicos; (MACIEL et al., 2008) ou 

infecções virais (HERNÁNDEZ-PALOMARES et al., 2018). Quando previamente 

alimentado com dieta rica em proteínas, o caranguejo Neohelice granulata é capaz de 

converter lactato em glicose pela gliconeogênese no hepatopâncreas constante por até 

21 dias de jejum (OLIVEIRA et al., 2004). Em condições de normóxia, foi demonstrado 

que N. granulata pode excretar lactato para a água assim como metabolizá-lo, tanto 

pela oxidação a CO2 pelo ciclo de Krebs como pela conversão em glicose via 

gliconeogênese no músculo mandibular (MACIEL et al., 2008). Em C. sapidus, nos 

grupos tratados com TBT, os níveis de lactato foram mantidos similares aos do grupo 

controle às 48 horas ao longo de todo o estudo, sugerindo que a exposição ao TBT não 

alterou a metabolização do lactato. 
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Assim como o lactato, os níveis de proteínas totais na hemolinfa reduziram nos 

animais controle às 96 horas, sugerindo a sua utilização como fonte de energia. O 

caranguejo N. granulata por exemplo, é capaz de utilizar aminoácidos como fonte de 

energia no estado alimentado e em jejum (PELLEGRINO et al., 2013). Nos caranguejos 

alimentados com dieta rica em proteínas, a conversão de C14-leucina em proteínas e a 

oxidação de C14-glicina não são alteradas, enquanto a conversão de C14-glicina em 

lipídeos aumenta após 15 dias de jejum (PELLEGRINO et al., 2013). Nos siris expostos 

a TBT 1000 ng/L, os níveis de proteínas totais na hemolinfa elevaram-se às 96 horas, 

sugerindo uma alteração no metabolismo de aminoácidos ou uma resposta 

compensatória, possivelmente relacionada às enzimas da defesa imunológica inata ou 

antioxidantes, tais como a pró-fenoloxidase (PPO) ou superóxido dismutase (SOD), 

respectivamente. A PPO é uma das principais enzimas da defesa imunológica inata em 

crustáceos (ALVAREZ & CHUNG, 2013). Essa enzima é encontrada inativa na 

hemolinfa de crustáceos, e precisa ser clivada por enzimas proteolíticas como a 

tripsina, para ser ativada. Uma vez ativa, a fenoloxidase catalisa a síntese de melanina 

a partir de dopamina. Essa reação de melanização é fundamental para a exocitose de 

microrganismos, cicatrização e para o enrijecimento da cutícula após a muda 

(ALVAREZ & CHUNG, 2013). Além de atuar como antioxidante, a SOD também 

participa da imunidade inata em invertebrados (CHUNG et al., 2012). Em particular, o 

siri C. sapidus possui quatro isoformas de SOD, expressas de forma ubíqua em todos 

os tecidos avaliados, incluindo hemolinfa, hepatopancreas, coração e brânquias 

(CHUNG et al., 2012). Quando C. sapidus recebeu injeção de lipossacarídeo LPS, 

ocorreu indução da expressão de todas isoformas de SOD na hemolinfa, demonstrando 

sua participação na imunidade inata (CHUNG et al., 2012). Os níveis de EROs, LPO e 

enzimas antioxidantes na hemolinfa devem ser investigados em futuros estudos sobre 

os efeitos de TBT em crustáceos. Estudo anterior demonstrou aumento na expressão 

proteica de HSP60 aumenta em C. sapidus após a exposição ao TBT 

(OBERDÖRSTER; RITTSCHOF; MCCLELLAN-GREEN, 1998). Considerando que além 

da HSP60, crustáceos também expressam outras isoformas de HSPs como a HSP70 e 

a HSP90 (VOGT et al., 2018), a exposição ao TBT pode ter aumentado a síntese de 

todas essas isoformas. Portanto o aumento na síntese de proteínas envolvidas na 



 

41 
 

resposta ao estresse como as HSPs e de defesa imunológica inata pode ter aumentado 

temporariamente a concentração de proteínas na hemolinfa. 

Por apresentar funções equivalentes ao fígado e ao pâncreas de vertebrados, o 

hepatopâncreas é considerado o principal órgão responsável pela homeostase 

energética e biotransformação em crustáceos decápodes (LEE, 1989; LEE, 1996; 

VINAGRE & DA SILVA, 2002; VOGT et al., 2018). O hepatopâncreas de C. sapidus é 

capaz de aumentar a expressão e a atividade das enzimas da família citocromo P450 

(CYP) quando exposto ao TBT, formando DBT e MBT (LEE, 1989; OBERDÖRSTER et 

al., 1998). A exposição crônica (90 dias) ao TBT reduziu a concentração de glicogênio, 

lipídios e proteínas totais no hepatopâncreas de M. rosenbergii e a exposição aguda 

reduziu o glicogênio em M. kistnensis (KHARAT et al., 2009; REVATHI et al., 2019). No 

presente estudo, o hepatopâncreas não apresentou variações significativas na 

concentração de glicogênio e de proteínas totais após o tratamento agudo (48 e 96 

horas) com TBT nas doses de 100 e 1000 ng/L. Considerando a capacidade de 

metabolização de TBT já descrita em C. sapidus, não é de surpreender que o 

tratamento agudo não tenha causado alterações nesses metabólitos. Por se tratar de 

uma espécie estuarina, capaz de tolerar grandes variações de salinidade e de 

temperatura, é possível que a atividade detoxificadora de seu hepatopâncreas também 

seja mais ampla em relação ao processo de contaminação e biotransformação de 

xenobióticos que a de outras espécies de decápodes de ambientes mais estáveis em 

termos de variação de salinidade e temperatura, como o ambiente limníco. Na 

sequência desse projeto, está prevista a análise da concentração de triglicerídeos, de 

outros parâmetros de estresse oxidativo e da expressão de genes relacionados ao 

crescimento como o RXR e à resposta ao estresse como a HSP70 no hepatopâncreas 

de siris expostos de forma aguda e crônica ao TBT. 

Além do hepatopâncreas, o músculo e as gônadas também são considerados 

locais de armazenamento de glicogênio e de lipídeos, embora em menor concentração 

(VINAGRE & DA SILVA, 1992; SARAPIO et al., 2017). Essas reservas energéticas são 

mobilizadas de maneira tecido-específica durante diferentes tipos de estresse, 

refletindo alterações na homeostase energética que podem ser indicadoras da condição 

de saúde ou status reprodutivo (BUCKUP et al., 2008; ANTUNES et al., 2010; 
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SARAPIO et al., 2017). Após o tratamento agudo com TBT nas doses de 100 e 1000 

ng/L, não foram verificadas variações significativas na concentração de glicogênio e de 

proteínas totais no músculo do quelípede de C. sapidus, enquanto no coração ocorreu 

aumento do glicogênio. Esse aumento no glicogênio cardíaco possivelmente pode estar 

relacionado à diminuição respiratória induzida por TBT em C. sapidus 

(OBERDÖRSTER et al., 1998). A exposição aguda a 0,33, 0,26, 0,17 e 0,09 ppm de 

TBTCl dissolvido na água, reduziu a concentração de glicogênio no músculo do 

lagostim M. kistnensis (KHARAT et al., 2009). Em nossa pesquisa bibliográfica, esse foi 

o único trabalho anterior que avaliou os efeitos da exposição ao TBT em músculo de 

crustáceo. No camarão Litopennaeus vannamei, por exemplo, a exposição a doses 

subletais de pesticidas organofosforado, clorpirifós (0,0015 mg/L), diazinon (0,0120 

mg/L), metamidofós (1,207 mg/L), metil azinfos (0,0101 mg/L) e metil paration (0,0075 

mg/L) por 7 dias reduziu a concentração de glicogênio, triglicerídeos e proteínas 

musculares, exceto o diazinon (0,0120 mg/L) que não alterou a concentração de 

glicogênio e proteínas e aumentou a de triglicerídeos (OSUNA-FLORES et al., 2019). 

Dessa forma, novos estudos são necessários para o esclarecimento dos efeitos do TBT 

em diferentes tipos de músculo de crustáceos. 

Em crustáceos, as brânquias anteriores possuem epitélio respiratório e são 

associadas à função das trocas gasosas, enquanto brânquias posteriores, formadas por 

um epitélio espesso e rico em mitocôndrias, são os principais locais de transporte iônico 

e, portanto, dos processos de osmorregulação (FREIRE et AL., 2008; LUQUET et al., 

2002; MARTINS et al., 2011). No presente estudo, assim como no hepatopâncreas e no 

músculo do quelípede, a exposição aguda ao TBT não alterou a concentração de 

glicogênio em ambas as brânquias. Em M. kistnensis, a exposição ao TBT reduziu a 

concentração de glicogênio nas brânquias (KHARAT et al., 2009). A concentração de 

proteínas totais nas brânquias posteriores também não foi alterada, porém houve uma 

redução significativa em relação ao tempo de exposição de cerca de 25% nas 

brânquias anteriores dos animais expostos por 96 horas em relação às 48 horas. A 

diminuição do teor de proteínas de crustáceos pode indicar uma adaptação fisiológica 

para compensar o estresse causado por pesticidas, que para ser superado, os animais 

necessitam de grandes quantidades de energia, e essa demanda energética poderia 
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estimular o catabolismo proteico (DUTRA et al., 2011; RIBEIRO et al., 2001). Essa 

diminuição no teor de proteínas também pode ser devida à formação de lipoproteína, 

usada para reparar organelas celulares e teciduais danificadas (RAMBABU & RAO, 

1994; SANCHO et al., 1998). No trabalho de Oberdörster et al. (1998), a exposição ao 

TBT por 16 dias diminuiu a taxa respiratória de siris C. sapidus. Os autores mencionam 

que essa redução na taxa respiratória induzida por TBT pode estar relacionada a vários 

processos, tais como o fato de TBT adsorver às membranas e se associar às proteínas, 

podendo interferir tanto nos processos de troca gasosas como de transporte, o que 

poderia ser a causa da mobilização de proteínas totais nas brânquias anteriores. O 

metabolismo energético das brânquias, incluindo a relação ATP/ADP e a atividade da 

Na+/K+ ATPase devem ser investigados mais detalhadamente em trabalhos futuros. 

A exposição aguda ao TBT, não alterou a lipoperoxidação no hepatopâncreas e 

nas brânquias posteriores de C. sapidus. Nas brânquias anteriores dos animais 

expostos por 48 horas ao TBT nas concentrações de 100 e 1000 ng/L, houve aumento 

de 50% em relação ao grupo controle. Porém, após 96 horas, a LPO nos grupos 

expostos ao TBT retornou a níveis semelhantes ao controle. Esse aumento da LPO às 

48 horas, sugere que os siris estejam sofrendo danos à membrana celular 

possivelmente pela geração de EROs, uma vez que as membranas são constituídas por 

uma bimacada lipídica contendo lipídios poliinsaturados suscetíveis à peroxidação 

(JEROME et al., 2017). A redução da LPO após 96 horas poderia estar relacionada à 

capacidade do siri de se defender dos possíveis danos causados, provavelmente pela 

ativação de defesas antioxidantes. Esses resultados podem indicar que as brânquias, 

em especial as anteriores, são um dos primeiros alvos da contaminação por TBT devido 

a seu contato direto com o meio externo, causando danos as suas funções fisiológicas 

(HENRY et al., 2012), conforme já descrito anteriormente (OBERDÖRSTER et al., 

1998). As brânquias de Urolophus jamaicensis (Arraia Amarela) sofreram danos 

epiteliais após exposição à 0,05 μg/L TBT por 3 horas e a doses superiores a 1 μg/L. 

Também foi verificado aumento na expressão de HSP70 e heme oxigenase (HO-1), 

marcadora de lipoperoxidação (DEWIVED & TROMBETTA, 2005). A degradação de 

membranas por peroxidação lipídica após a exposição ao TBT induz uma rápida perda 

de função das brânquias que são responsáveis pelas trocas gasosas e pelo equilíbrio 
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osmótico (DEWIVED & TROMBETTA, 2005). No estudo de Zhang et al. (2017), foi 

realizada a exposição do peixe Gobiocypris rarus às concentrações de 1,0, 10,0 e 100,0 

ng/L de TBTCl por 60 dias e a lipoperoxidação no tecido muscular aumentou de 

maneira dependente da dose, ocorrendo também aumento nos lipídeos totais, 

triglicerídeos e colesterol no mesmo tecido.  

  O aumento da lipoperoxidação é um dos principais contribuintes para a perda da 

função celular em situações de estresse oxidativo e a sua determinação foi empregada 

com sucesso em animais aquáticos para indicar estresse oxidativo induzido por 

contaminantes orgânicos, incluindo pesticidas e organofosforados (MONSERRAT et al., 

2007; LAVARÍAS et al., 2013). No estudo realizado por Rossbach et al. (2017), que 

expuseram o caranguejo Carcinus maenas a doses subletais de cobre (Cu), apresentou 

um aumento da lipoperoxidação nas brânquias anteriores após 4 dias de exposição, 

não havendo alteração nas brânquias posteriores e hepatopâncreas. Quando avaliado 

a lipoperoxidação nas brânquias e no hepatopâncreas de siris C. amnicola capturados 

de diferentes pontos de água contaminada por efluentes industriais, foi observado um 

menor dano oxidativo significativo nos animais coletados do ponto considerado controle 

em relação aos demais locais, assim como para o hepatopâncreas (JEROME et al., 

2017). 
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6 CONCLUSÃO 

 

Este é o primeiro estudo a mostrar o efeito da exposição aguda ao TBT sobre o 

metabolismo intermediário e homeostase oxidativa no siri C. sapidus, espécie de 

crustáceo de grande importância ecológica e socioeconômica. As brânquias anteriores, 

possivelmente devido às suas características morfológicas e função respiratória, foi o 

tecido que apresentou alterações no metabolismo de proteínas e danos oxidativos. 

Possivelmente tais alterações possam estar relacionadas a um maior consumo 

energético frente ao estresse ocasionado pela exposição ao TBT. Os resultados obtidos 

sugerem que o siri C. sapidus possui mecanismos metabólicos que lhe permitem 

manter a homeostase energética relativamente estável frente à exposição aguda ao 

TBT nas doses de 100 e 1000 ng/L por até 96 horas. Contudo, mais estudos precisam 

ser realizados analisando outros parâmetros para melhor entender o risco deste 

contaminante para esta espécie e em consequência, aos ambientes aquáticos. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

Como proposta para a continuação desse trabalho, pretende-se: 

1. Investigar os efeitos da continuação do tratamento in vivo com TBT nas doses 

de 10, 100 e 1000 ng/L, por até 7 dias, sobre: 

- O metabolismo de carboidratos na hemolinfa (glicose e lactato) e glicogênio no 

hepatopâncreas, brânquias e músculo do quelípede; 

- O metabolismo de lipídeos na hemolinfa (colesterol e triglicerídeos) e 

triglicerídeos no hepatopâncreas e gônadas e músculo; 

- Os índices hepatossomático e gonadossomático; 

- A atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) na hemolinfa, 

hepatopâncreas, brânquias e músculo; 

-. Os níveis de H2O2 e de proteínas carboniladas na hemolinfa, hepatopâncreas, 

músculo e brânquias; 

-. A expressão gênica do hormônio hiperglicemiante de crustáceos (CHH) e da 

proteína de choque térmico (HSP70) nos pedúnculos oculares; 

-. A expressão gênica de SOD e de HSP70 no hepatopâncreas, brânquias e 

músculo. 

 

2. Investigar os efeitos in vitro de TBT. Amostras de tecidos (hepatopâncreas, 

músculo e brânquias) serão incubadas em banho metabólico em presença de TBT (0,1, 

1,0, 10,0, e 100 ng/L) para a avaliação dos mecanismos de ação da TBT sobre a 

lipólise, glicogenólise e oxidação de glicose. 
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