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Resumo

Seixas, Tércia Guedes. Influéncia de Parametros Ecoldgicos e Bioldgicos
na Acumulacdo de Elementos Essenciais (Se, As, Cu) e Nao-essenciais
(Hg, Cd, Ag, Pb) em Figado e Rins de Cetaceos da Porcdo Oeste do
Oceano Atlantico Sul. Rio de Janeiro, 2008. 130p. Tese de Doutorado -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catolica do Rio de
Janeiro.

Neste estudo, avaliou-se a influéncia de alguns pardmetros ecolégicos e
bioldgicos sobre a acumulagdo dos elementos-tragco e mercurio organico (Hgorg)
no figado e rins de espécies de cetaceos de habitos costeiros (Pontoporia
blainvillei, N = 31; Sotalia guianensis, N = 21) e oceanicos (Stenella
coeruleoalba, N = 3; Stenella frontalis, N = 4), acidentalmente capturados em
duas areas distintas da costa brasileira (tropical - litoral do norte do estado do Rio
de Janeiro e subtropical - litoral do estado do Rio Grande do Sul). Assim, foram
gerados novos dados a respeito das concentragBes destes elementos em 6rgaos de
cetaceos marinhos ainda pouco estudados, especialmente em uma regido com
pouca informacdo como a por¢do oeste do Oceano Atlantico Sul. Para tal, foram
aplicados métodos analiticos baseados na técnica da espectrometria de absorcao
atomica (AAS), utilizando a espectrometria de absor¢do atdmica com forno de
grafite (GF-AAS) e a espectrometria de absor¢do atbmica com vapor frio (CV-
AAS), as mais frequentemente aplicadas para a determinacao de elementos-traco e
mercurio respectivamente, em amostras bioldgicas. Estas técnicas apresentaram
Otima precisdo e exatiddo comprovadas através da analise de materiais de
referéncia certificados (CRM) do National Research Council — Canada (DORM-2,
DOLT-2 e TORT-2). Foram observadas diferencas regionais (regido tropical e
subtropical) e inter-especificas (golfinhos de habitos costeiro e ocednico) sobre a
acumulacéo dos elementos-traco e Hgorg N0S Orgéos estudados. As espécies de
habito ocednico apresentaram as maiores concentragcfes destes elementos em seus
6rgdos. O sexo dos individuos ndo influiu na bioacumulagdo dos elementos e
Hgorg. Os parametros populagdo, comprimento total, e maturidade sexual,
influenciaram na acumulagéo dos elementos-trago e Hgorg em ambos os orgéos, de
acordo com a espécie e a area de captura. S. guianensis, co-habita 0 mesmo
ambiente que P. blainvillei, e preferencialmente se alimenta de peixes maiores e

predadores, neste estudo, apresentou a razdo molar de 1:1 entre o Se e 0 Hg,
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mostrando assim, que provavelmente o processo de destoxificagdo de
metilmercdrio hepatico esteja ocorrendo. A espécie P. blainvillei se alimenta
preferencialmente de cefalopodes e peixes pequenos, e apresentou uma razao
molar de 4:1 entre 0 Se e 0 Hg no figado. Os metais de transicdo Cd e Ag, que
também interagem com o Se hepéatico nos mamiferos, apresentaram correlaces
significativas no figado dos cetdceos marinhos estudados. A espécie S. guianensis
apresentou correlagdes significativas entre as concentracdes molares de Se e Cd (p
= 0,01) e Se e Ag (p < 0,001) no figado. Para a espécie P. blainvillei, os
individuos provenientes de ambas as regides (tropical e subtropical) apresentaram
correlagdes significativas entre as concentracdes molares de Se e Hg (p < 0,001)
no figado. Somente os individuos de P. blainvillei capturados na regido tropical
apresentaram correlagdes significativas entre as concentragcdes molares de Se e Cd
(p < 0,001). N&o so as diferentes condi¢cBes ambientais, mas também, o tempo de
vida, o estagio de crescimento e, principalmente a preferéncia alimentar,
influenciaram fortemente sobre a acumulacdo de elementos-traco e Hgorg NOS

tecidos dos cetaceos assim como, sobre suas inter-relacGes.

Palavras-chave
Cetadceos marinhos; elementos-traco e mercdrio organico; parametros
ecologicos e bioldgicos; GF-AAS; FI-CV-AAS; porcdo oeste do Oceano

Atlantico Sul; inter-relacdo entre os elementos.
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Abstract

Seixas, Tércia Guedes. Influence of Ecological and Biological Parameters
on the Accumulation of Essential (Se, As, Cu) and Non-essential
Elements (Hg, Cd, Ag, Pb) by the Liver and Kidney of Cetaceans from
the Western South Atlantic Ocean. Rio de Janeiro, 2008. 130p. Tese de
Doutorado - Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catélica do
Rio de Janeiro.

The present work tested whether ecological and biological parameters have
an influence on the accumulation of trace elements and organic mercury (Hgorg)
by the liver and kidney of coastal (Pontoporia blainvillei, N = 31; Sotalia
guianensis, N = 21) and oceanic (Stenella coeruleoalba, N = 3; Stenella frontalis,
N = 4) cetaceans species incidentally caught in fishing nets along two Brazilian
coastal areas (tropical — northern Rio de Janeiro State and subtropical —Rio
Grande do Sul State). This research added new insight to the existing studies with
trace element concentrations in internal organs of marine cetaceans from the
southwestern Atlantic Ocean. Few studies have documented trace element
concentrations in marine mammals in this area. Analytical methodologies based
on atomic absorption spectrometry (AAS), using the graphite furnace (GF-AAS)
and cold vapor (CV-AAS) techniques were applied for this purpose. They are the
most popular analytical techniques applied for trace element and mercury
determination, respectively, in biological samples. Precision and accuracy of the
analytical methods were determined and monitored using certified material from
National Research Council — Canada (DORM-2, DOLT-2 and TORT-2). Inter-
species (coastal and oceanic cetacean species) and regional (tropical and
subtropical regions) differences were observed in the accumulation of trace
elements and organic mercury in organs, liver and kidney. The highest
concentrations of these elements were observed in the liver of the oceanic
cetacean species. However, no gender differences were found on the
bioaccumulation of trace elements and also organic mercury. Biological
parameters such as, population, body length and sexual maturity influenced on the
trace element and organic mercury accumulation by both organs, according to the
cetacean species and caught area. S. guianensis, which co-habits the same coastal
marine environment that P. blainvillei species, was the only dolphin species that

presented a Se:Hg molar ratio close to 1:1, showing that a probable detoxification
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process can be occurring in the liver of S. guianensis. This dolphin species feeds
mainly on predatory fish, while P. blainvillei feeds mainly on fish and
cephalopods. P. blainvillei presented a Se:Hg molar ratio close to 4:1. It’s known
that transition metals, such as Hg, Cd and Ag, have an interaction with Se in the
liver of marine mammals. The molar concentrations of Cd (p = 0.01) and Ag (p <
0.001) presented significant correlations with the hepatic molar Se in the liver of
S. guianensis. P. blainvillei from both sampling areas presented a high significant
correlation for molar Se to Hg concentrations (p < 0.001) in liver. Meanwhile,
only individuals of P. blainvillei from tropical region showed a significant
correlation with hepatic Se and Cd (p < 0.001). Based on the results present here,
it is possible to conclude that, not only the different environmental conditions, but
also life span, growth stage but mainly the feeding habit influenced the
accumulation of trace elements and organic mercury by cetacean tissues. These

ecological and biological parameters influenced on the inter-element relationships.

Keywords
Marine cetaceans; trace elements and organic mercury; ecological and
biological parameters; GF-AAS; FI-CV-AAS; western South Atlantic Ocean;

inter-element relationship.
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Figura 26. Relagcdo entre as concentragdes dos elementos né&o-
essenciais no figado e o comprimento total — L (cm) da Sotalia
guianensis
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selénio no figado dos individuos de Pontoporia blainvillei coletados
na costa do Rio de Janeiro (SE) e Rio Grande do Sul (S)
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Figura 37. Relagdo entre a concentragdo molar de cadmio e
selénio no figado dos individuos de Sotalia guianensis coletados na
costa norte do Rio de Janeiro (SE)
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“Atravessas rudes
provas...
Acalma-te e abencoa.
Alguma ofensa a vista?
Esquece e abencoa.
Amigos desertaram...
Segue a frente e abencoa.
Sofres dificuldades?
Age, serve e abencgoa.
Alguém te menospreza...
Silencia e abencoa.
Por nada te revoltes...
Deus te guarda e abencoa.”

Emmanuel do livro "Assim Venceras"
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1
Introducao

Com o aumento das atividades industriais e agricolas, e também, com o
crescimento populacional, observados nas Ultimas décadas, uma série de
contaminantes e poluentes (como por exemplo, matéria organica, 6leos e um
grande nimero de outros compostos, incluindo-se os elementos traco) vém sendo
liberados para 0 meio ambiente, principalmente para o ecossistema aguatico
(Srogi, 2008). Alguns elementos-traco sdo de grande interesse biolégico e
ecologico para a comunidade cientifica mundial, pois mesmo em baixas
concentragdes a0 mesmo tempo em que podem ser classificados como nutrientes
ou essenciais, podem ser também, considerados poluentes atamente tdxicos
(Sures et al., 1995; Srogi, 2008). Aqueles classificados como nutrientes ou
essenciais do ponto vista biolégico, como por exemplo, o selénio, o arsénio e o
cobre, podem, sob condicbes especificas, causar impactos negativos aos
ecossistemas aqudticos, constituindo-se, assim, em contaminantes ou poluentes
(Guilherme et a., 2005). Tornamse tOxicos para organismos aguaticos em
concentragdes um pouco acima daguelas requeridas nutricionalmente (Shibata et
a., 1992; Srogi, 2008). Elementos classificados como ndo essenciais, dentre eles
alguns metais, tais como o mercurio, o cadmio, a prata e o chumbo também sdo de
grande interesse biologico e ambiental, devido principadmente a sua data
toxicidade a baixas concentraces e também, ao seu amplo uso em atividades
industriais e agricolas, além da sua presenca em efluentes domésticos (Eidler,
2000; Guilherme et al., 2005; Srogi, 2008). Em face a persisténcia apresentada por
esses elementos no ambiente e a tendéncia em se acumularem nos tecidos da biota
aquética (Altindag & Yigit, 2005), h4 um grande interesse em se estudar os
problemas relacionados a poluicdo dos sistemas aquaticos por elementos-trago
(Guilherme et a., 2005), uma vez que destas areas provém as principais fontes de
proteina animal de origem marinha para uma parcela significativa da popul ag&o.

A biota aquatica € capaz de concentrar os elementos-traco em varias ordens

de grandeza acima das concentragdes encontradas na wmluna d° &gua, sendo por
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isso, responsavel por grande parte da dindmica destes poluentes no ambiente.
Além disso, 0s organismos aquaticos também respondem por grande parte da
reciclagem dos elementos-traco retidos nos compartimentos abiéticos do sistema
(sedimento e material particulado em suspensdo) e, consequientemente, constituem
a principal via de exportacdo desses elementos do ambiente aquatico para o
terrestre, via cadeia alimentar, podendo chegar até o homem (Fowler, 1982).

Os mamiferos marinhos, por possuirem vida longa e ocuparem 0s mais
elevados nivels troficos da teia trofica aquética, sdo conhecidos por acumularem
altas concentragbes de contaminantes em seus tecidos (Woshner et al., 2001;
Kunito et al., 2004), assemelhando-se em alguns aspectos ao homem. Os 6rgaos
internos dos mamiferos marinhos, figado e rins, que sdo os principais 6rgdos de
destoxificagdo, filtracdo e e€liminagdo, geramente apresentam elevadas
concentracOes de contaminantes, dentre estes, alguns elementos-trago. Na verdade
0s mamiferos marinhos representam o Ultimo repositério para muitos poluentes
persistentes (Thompson et al., 2007), sendo, portanto, muito sensiveis as variactes
ambientais (Capelli et al., 2000). Assim sendo, a andlise de tecidos de diferentes
espécies de mamiferos marinhos tem sido utilizada como ferramenta para se
avdiar a poluicdo marinha por elementos-traco (Caurant et al., 1994; Woshner et
al., 2001; Kunito et al., 2004; Seixas et d., 2007a, 2008; Kehrig et a., 2008).

A poluicdo de ambientes costeiros € umatendéncia mundial em que eventos
ligados a morte de organismos marinhos e a observacdo de vérias doencas que os
afligem vém sendo reportados na literatura (Kannan et al., 2006). Com relacéo aos
mamiferos marinhos, estes problemas estdo relacionados a diversos fatores e,
provavelmente, ligados ndo sO a acdo de poluentes e de efluentes urbanos, mas
também, a destruicdo dos habitats onde eles vivem, as variagdes climaticas
globais, assm como a acdo da atividade pesqueira, que através da captura
acidental leva muitos individuos a morte (Schwartz et a., 2005).

Na literatura € encontrada uma série de trabalhos a respeito das
concentragdes dos elementos-tragco em tecidos de mamiferos marinhos oriundos
do Hemisfério Norte (André et al., 1990; Leonzio et al., 1992; Augier et al., 1993;
Caurant et al., 1994; Becker et d., 1995; Dietz et a., 1996; Wagemann et a.,
1996; Monaci et al., 1998; O’ Shea, 1999; Capelli et al., 2000; Cardellicchio et al.,
2000, 2002; Frodello et a., 2000; Woshner et al., 2001; Anan et al., 2002; Szefer
et al., 2002; Watanabe et al., 2002; Roditi- Elasar et al., 2003; Ikemoto et al., 2004,
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Dehn et a., 2006; Kannan et a., 2006; Stockin et al., 2007; Capelli et a., 2008),
enquanto no Hemisfério Sul, poucos estudos deste tipo foram produzidos
(Kemper et al., 1994; Marcovecchio et al., 1994; de Moreno et a., 1997; Gerpe et
a., 2002; Bustamante et al., 2003; Lavery et al., 2008).

No Brasil, o estudo dos elementos-traco (como o Se, As, Cu, Hg, Cd, Ag e
Pb) e das espécies organicas de mercirio (Hgorg) €m mamiferos marinhos é ainda
pouco representativo. Poucos trabalhos abordam os aspectos ecolégicos e
biologicos relacionando os elementostraco e espécies de mamiferos marinhos,
como por exemplo, 0s cetéceos (Lailsont Brito et al., 2002; Monteiro-Neto et al.,
2003; Kehrig et al., 2004; Kunito et a., 2004; Dorneles et a., 2007; Seixas et al.,
2007a, 2008, 2009).

Na literatura cientifica ainda sdo muito escassos e fragmentados os trabal hos
onde se relacionam as concentragdes de selénio com as de certos metais e semi-
metais (Hg, Cd, Ag, Pb, Cu, As) nos érgaos e tecidos de mamiferos marinhos de
regides costeiras do Atlantico Sul (Kehrig et a., 2004; Kunito et a., 2004; Lavery
et al., 2008; Seixas et al., 2007a, 2008, 2009).

O sdénio (Se) é reconhecidamente um micronutriente de grande
importéncia biolégica (OMS, 1987; Shibata et a., 1992) e ecotoxicologica
(Hamilton, 2004). Na literatura, ja esta clara a funcéo protetora e antagonica,
desempenhada por este elemento contra a agdo tdxica de certos elementos, como
por exemplo, 0 mercario, 0 cadmio, a prata e o arsénio em organismos marinhos
(EPA, 1998; Becker et al., 1995), sobretudo nos mamiferos marinhos, mesmo sob
condi¢bes normais de exposicdo (Becker et al., 1995; Palmisano et al., 1995;
Dietz et a., 2000; Cardellicchio et a., 2002; Chen et a., 2002). O exato modo da
interacdo entre 0 selénio e os metais, principalmente os de transicéo (Sasakura &
Suzuki, 1998), e semi- metais (Francesconi et al., 1999) é complexo e ainda néo &
totalmente compreendido (Eisler, 2000). Somente para 0 mercurio, esta interacdo
parece ja estar mais esclarecida (Wagemann et al., 1998, 2000). Neste caso o
selénio desempenha um importante papel no processo de destoxificagdo da
espécie mais toxica do mercurio, 0 metilmercurio (Schultz et a., 1994), através da
formac&o de granulos inertes de HgSe, que se depositam principal mente no figado
e rins dos mamiferos marinhos (Endo et al., 2002).

Embora na literatura cientifica ndo sgam normalmente abordados

problemas relacionados a toxicidade da Ag em mamiferos, o estudo do
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comportamento deste elemento em mamiferos marinhos € de grande interesse,
principalmente devido a sua interagcd com o Se. De acordo com Becker et 4.
(1995), a interacéo da Ag com Se se diferencia das interacOes observadas entre o
Se e outros metais, pois a Ag pode induzir sintomas de deficiéncia de Se. Poucos
estudos abordaram a determinacdo de Ag em tecidos de diferentes espécies de
cetéceos em diferentes regides do Hemisfério Norte (Becker et al., 1995; Woshner
et al., 2001; Dehn et al., 2006; Stockin et a., 2007). Entretanto, mais escassos
ainda sdo os dados reportados na literatura com relacdo a este elemento em
mamiferos marinhos de regifes costeiras do Hemisfério Sul, como é o caso da
costa brasileira (Kunito et al., 2004; Seixas et a., 2009).

Os poucos estudos sobre a bioacumulagéo de elementos-traco em cetaceos
marinhos realizados no litoral brasileiro e, principamente a caréncia de
informagdes a respeito das inter-relaces entre o selénio e os elementos-traco em
organismos desta regido, motivaram a realizagcdo deste trabalho que visa gerar
novos dados além de complementar aqueles que ja foram e estéo sendo gerados
nesta regido. Para tal, foram utilizadas como ferramentas analiticas as técnicas
baseadas na espectrometria de absorcéo atbmica (AAS — Atomic Absorption
Spoectrometry). Atuamente, a AAS é considerada como uma técnica anditica
bem-sucedida, sendo uma das mais utilizadas na determinacéo de elementos-trago
em amostras biolbgicas.

A apresentacdo do estudo foi dividida em 6 capitulos. O presente capitulo
(Capitulo 1) traz uma breve descri¢cdo do problema a ser abordado, evidenciando a
importancia e o motivo da sua escolha como tema desta tese. O Capitulo 2
apresenta os principais objetivos a serem alcangados neste estudo e suas hipoteses.
Fechando a parte introdutéria da tese, o Capitulo 3 apresenta uma breve
abordagem das ferramentas analiticas empregadas neste estudo para se determinar
as concentracOes de elementos-traco nas amostras biol égicas analisadas, figado e
rins de cetaceos.

O Capitulo 4 abrange a parte de materiais e métodos deste estudo onde séo
apresentadas as duas areas de coleta ao longo da costa brasileira (litoral norte do
estado do Rio de Janeiro e litoral do estado do Rio Grande do Sul), a descrigéo das
amostras utilizadas dos cetéceos marinhos (figado e rins) ainda pouco estudados
(Pontoporia blainvillel, Sotalia guianensis, Senella coerulecalba e Senella

frontalis) destas regiGes e suas principais caracteristicas bioldgicas, assim como
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0S equipamentos e as metodologias analiticas aplicadas para a determinacéo dos
elementos-rago e também, do mercurio organico (Hgorg).

A espectrometria de absor¢cdo atbmica com forno de grafite (GF-AAS) e
efeito Zeeman de correcdo de fundo foi a metodologia analitica aplicada para a
determinacdo dos elementos-traco, Se, As, Cu, Ag, Cd e Pb, no figado e rins dos
cetéceos marinhos (P. blainvillei, S. guianensis, S. coeruleoalba e S frontalis)
(Seixas et al., 2008, 2009).

A metodologia analitica empregada na determinacdo de mercurio total
(Hgrot) € mercurio organico (Hgorg) Nos tecidos da P. blainvillel e Sguianensis,
foi aespectrometria de absorcéo atdmica com vapor frio acoplada a um sistema de
injecdo em fluxo (FI-CV-AAS) (Kehrig et al., 2006, 2008).

No Capitulo 5 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos neste
estudo.

Por fim, no Capitulo 6, encontramse as principais conclusdes levantadas

nestes anos de estudo.

23


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0420972/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0420972/CA

2
Objetivos e Hipoteses

2.1. Objetivo Geral

Adicionar novas informagdes que supram a caréncia de dados a respeito
dos pardmetros ecoldgicos e biolégicos que influem na bioacumulacdo dos
elementos-trago (Se, Cu, As, Hg, Cd, Ag e Pb) e mercario organico (Hgorg) €m
orgéos (figado e rins) que desempenham importante papel na biotransformacéo e
eliminagdo de contaminantes em algumas espécies de cetaceos de habitos
costeiros (Pontoporia blainvillei, Sotalia guianensis) e oceanicos (Stenella
coerulecalba e Senella frontalis), de duas éreas da costa brasileira (litoral do
norte do estado do Rio de Janeiro e litoral do estado do Rio Grande do Sul)
possibilitando assim uma melhor compreensdo dos mecanismos gue influem no
comportamento destes el ementos nos organi Smos.

Verificar algumas relagtes entre os elementos (como por exemplo, Se e
Ag, Se e Hg, Se e Cd) que possam influir nos processos de destoxificagdo no
figado das espécies de cetéceos estudadas.

2.2. Objetivos Especificos

Verificar a existéncia de diferencas regionais (regido tropical e
subtropical) e inter-espécies (golfinhos de habitos costeiro e ocednico) sobre a
acumulagdo dos elementos-trago e Hgorg NOS 6rgéos estudados,

Examinar a influéncia de parémetros ecol égicos e bioldgicos, tais como
area geografica (regido tropical e subtropical), populacdo, comprimento total,
sexo, maturidade sexual e diferencas na preferéncia aimentar no padréo de
acumulacdo dos elementos-trago € Hgorg NOS Orgéos das espécies de cetaceos
estudadas;
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Avaliar as inter-relacles entre as concentragdes de selénio e Hg, Ag e Cd
nos 6rgdos dos cetaceos marinhos e sua possivel influéncia na bioacumulagdo dos
elementos.

Otimizar as metodologias andliticas para a determinagdo de elementos-
traco e mercurio organico em matrizes bhiologicas (figado e rins de cetéceos
marinhos), utilizando a técnica analitica de espectrometria de absor¢do atbmica
(AAS).

2.3. Hip6teses

As condicdes ambientais das éreas de captura (tropical e subtropical) e os
pardmetros bioldgicos (populacdo, comprimento total, idade, sexo, maturidade
sexua e diferencas na preferéncia alimentar) influem na bioacumulagdo dos
elementos-traco e Hgorg NOS Orgéos da espécie P. blainvillei, que pertencem a
duas populagdes de éreas distintas.

As condi¢bes ambientais das &reas de captura (tropical e subtropical)
influem na bioacumulagdo dos elementos-traco no figado dos individuos de duas
espécies de golfinhos do género Stenella, que pertencem a duas populacdes de
&reas distintas.

Metais de transi¢do tais como o Hg, o Cd e a Ag interagem com o0 Se,
apresentando relacbes significativas no figado dos mamiferos marinhos.

As espécies de golfinhos, Sotalia guianensis e Pontoporia blainvillei, que
co-habitam 0 mesmo ambiente e possuem diferencas na preferéncia aimentar
apresentam razbes molares distintas entre o Se e 0 Hg no figado.

O género Senella, que possui hbito oceanico, apresenta diferente padréo
de bioacumulacdo dos elementos-traco quando comparado com as espécies de

golfinhos de hébito costeiro, P. blainvillel e S guianensis
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3
Métodos Analiticos Utilizados na Determinacdo de
Elementos-traco em Amostras Bioldgicas

O crescente interesse relativo a analise de tracos em amostras ambientais e
bioldgicas, principalmente com o intuito de se estimar o impacto destas
concentragdes no meio ambiente, principalmente no sistema aquatico, ocasionou
um substancial progresso no aprimoramento de técnicas de andlise para se
determinar as concentracdes destes elementos em diferentes matrizes. Em virtude
da alta toxicidade apresentada por alguns elementos, geralmente em
concentragdes na faixa de microgramas por quilograma para alguns organismos
aquaticos, o desenvolvimento (ou redescobrimento) de varios métodos, técnicas e
procedimentos analiticos foram realizados nos ultimos 40 anos, com o objetivo,
entre outros, de melhorar os limites de deteccdo disponiveis (Nordberg et al.,
2007; Srogi, 2008). Um exemplo desta evolugdo, por exemplo, foi a substitui¢do,
na absor¢do atomica, da chama por atomizadores eletrotérmicos, bem mais
sensiveis. Assim, embora usando os mesmos principios do método, a nova técnica
desceu a menores limites de deteccdo, e abriu um largo campo para o estudo de
sua otimizagdo e aplicabilidade (Welz & Sperling, 1999). Outro exemplo foi a
evolugdo do ICP 6tico para o ICP massa. Ambos os métodos convivem, hoje em
dia, com seus campos de aplicagdo, mas ndo resta duvida quanto ao salto de
sensibilidade e de limites de detecgdo trazido pelo ultimo (Bocca et al., 2007;
Nordberg et al., 2007).

Segundo a literatura, dentre as técnicas analiticas atualmente empregadas
para a analise de sub-microgramas de elementos-traco em amostras biologicas, as
mais utilizadas sdo: a espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS) (Bocca et al., 2007; Nordberg et al., 2007; Batista et al., 2008;
Pozebon et al., 2008; Srogi, 2008; Nardi et al., 2009); a espectrometria de emissao
atdmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES) e a espectrometria de
emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) (Nordberg et al.,

2007; Srogi, 2008; Suleiman et al., 2008; Amorim et al., 2008); a analise de
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ativacao por néutrons (NAA) (Kucera, 2007; Nordberg et al., 2007; Srogi, 2008);
a emissao de raios-X induzida por particulas (PIXE) (Nordberg et al., 2007; Srogi,
2008) e a espectrometria de absor¢do atdmica com chama, vapor frio e forno de
grafite (Nordberg et al., 2007; Amorim et al., 2008; Batista et al., 2008; Srogi,
2008).

A determinagdo de concentragdes trago e até subtraco de alguns elementos
impuseram exigéncias especiais na hora de se selecionar o método a ser
empregado, tais como: disponibilidade do equipamento, o tempo e a
complexidade do processamento das amostras, a reprodutibilidade, a sensibilidade
e o limite de detec¢ao (Skoog et al., 2002; Nordberg et al., 2007; Srogi, 2008).
Porém, nem sempre ¢ facil selecionar um método Otimo entre as técnicas
instrumentais disponiveis. Generalizagdes sobre as vantagens dos diversos
métodos disponiveis, com base na precisdo, conveniéncia ou no tempo dispendido
sdo igualmente dificeis de avaliar (Skoog et al., 2002).

As Tabelas 1 e 2 ilustram alguns desses métodos e algumas de suas

caracteristicas.

Tabela 1. Alguns métodos instrumentais utilizados na analise de elementos-traco
(adaptado de Skoog et al., 2002).

Absorciometria molecular
Fluorimetria

Absorgao atdmica

Fluorescéncia atomica

Emissdo atomica

Espectrometria de massa com plasma
Voltametria de Redissolug¢do anddica
Polarografia de pulso diferencial
Potenciometria

Fluorescéncia de Raio X
Espectroscopia eletronica (ESCA)
Espectroscopia eletronica (AUGER)
Espectrometria de massa
Cromatografia gasosa

Cromatografia liquida de alta resolugao
Analise por ativacao

Métodos combinados
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Tabela 2. Comparacdo entre diversos métodos de analise para elementos-tracos

(adaptado de Welz & Sperling, 1999; Skoog et al., 2002; Nordberg et al., 2007).

Método Precisdo L.D. Massa da  Destrutivo Multi- Tempo
(%) absoluto (g) = amostra elementar

Analise por 2-10 >10"? mg’s Nio Sim min

ativacdo

Espectro/massa- 20-30 103-10" mg’s Sim Sim horas

centelha

Emissio (arco) 5-20 10°-10° 10-100mg Sim Sim 1-2h

Absorc™. 4-8 10°-107 10mg-1g Sim Nao horas

Molecular

AA Chama 2-5 10%-107 0,1-1g Sim Nio min

AA Forno 2-5 1010 Img-2 g Sim Nio horas

ICP-OES 1-3 10%-107 0,1-1g Sim Sim min

ICP-MS 1-3 10210 0,1-1g Sim Sim min

Fluorescéncia R- 1-2 103107 0,1-2g Nio Sim 1h

X

Polarografia 4-8 10%-107 0,010-1g Sim Nio 1-2h

Neste estudo, empregou-se o método de absor¢do atdmica utilizando-se
como técnicas de atomizagdo o forno de grafite e o vapor frio para a determinacao
das concentragdes totais de alguns elementos-traco (Se, Cu, As, Cd, Ag e Pb) e

mercurio total e organico (Hg e Hgoye), respectivamente, em amostras bioldgicas.

3.1.
Espectrometria de absorcédo atbmica (AAS)

Considerada como uma técnica analitica bem-sucedida, a espectrometria de
absor¢dao atomica (AAS — Atomic Absorption Spectrometry) ¢ uma das mais
utilizadas na determinagdo de elementos em baixas concentragdes, que estiao
presentes numa variedade de amostras, sejam estas liquidas, solidas, em

suspensdo, e até mesmo gasosas, podendo estar associada a sistemas de andlise em
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fluxo e permitir também, os estudos de especiagdo (Welz & Sperling, 1999;
Amorim et al., 2008).

Todas as aplicagdes analiticas modernas da AAS tiveram origem a partir de
trabalhos publicados no final da década de 50 (Walsh, 1955 apud Amorim et al.,
2008; Alkemade & Milatz, 1955 apud Amorim et al., 2008), que propuseram pela
primeira vez o uso da AAS para andlises quimicas (Koirtyohann, 1980 apud
Amorim et al., 2008). Marcando, em 2005, o aniversario de 50 anos de existéncia
destas publicacdes, deve-se reconhecer que o uso da AAS muito contribuiu para o
progresso cientifico. Neste meio século de aplicagdes, a confiabilidade e,
principalmente, a economia apresentadas pela AAS foram os dois aspectos mais
importantes para a utilizacdo desta técnica analitica na determinagdo rotineira de
concentragdes trago ou sub-trago varios elementos em diversos tipos de matrizes,
principalmente em amostras bioldgicas (Nordberg et al., 2007; Srogi, 2008;
Amorim et al., 2008). Cerca de 70 diferentes elementos tém sido determinados por
métodos de absor¢do atdmica, incluindo os terras-raras mais comuns. A aplicagdo
direta da técnica ¢ limitada aos metais e semi-metais embora, por principio, ela
também possa ser aplicada a ametais, sendo este o caso do fosforo. Ao mesmo
tempo, diversos ametais também tém sido determinados por métodos indiretos
(Welz & Sperling, 1999).

Devido a sua simplicidade e baixo custo de operagdo, a AAS atraiu bastante
interesse, mostrado principalmente, pelo crescente nimero de publicacdes a partir
da década de 60. Este interesse foi mais evidenciado analisando-se o nimero de
laboratdérios que adquiriram este equipamento, principalmente os laboratorios
industriais (Boar, 1999 apud Amorim et al., 2008). Porém, com o
desenvolvimento de técnicas como a espectrometria de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) ¢ a espectrometria de emissdo atomica
com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES), as vantagens e desvantagens de
cada técnica passaram a ser comparadas e comegaram entdo, a aparecer previsoes
a respeito do abandono da AAS como técnica analitica (Hieftje, 1989 apud
Amorim et al., 2008). Entretanto, a AAS apresenta algumas vantagens quando
comparada as estas técnicas analiticas, tais como, menor custo do equipamento,
menor custo operacional, facilidade de operacdo, além do reduzido numero de
linhas espectrais, que acarreta uma possibilidade bem menor de interferéncia por

sobreposi¢do de linhas. Além do mais, a absor¢do atdmica vem sofrendo um
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desenvolvimento continuo, com novas células de absorcao, fontes de radiacao,
detectores e técnicas de introdu¢dao de amostra, assim como melhores sistemas de
leitura e softwares que ndo acarretam na possibilidade de abandono desta técnica
analitica (Welz & Sperling, 1999; Amorim et al., 2008).

Atualmente, verifica-se que a AAS ¢ ainda bastante empregada e que ganha
bastante for¢a com o emprego de técnicas de inje¢ao em fluxo e possibilidade de
separacdo e pré-concentracao on-line (Amorim et al., 2008). Segundo Sneddon et
al. (1993), o uso e o interesse pela AAS nao sdo representados pelo numero de
publicagdes, que sdo indicativos do interesse académico, mas sim, pelo nimero
laboratdrios que fazem uso desta técnica.

A AAS ¢ uma técnica espectrométrica Optica atdmica baseada na medida da
absorcdo especifica de energia por atomos livres, gasosos, no estado fundamental.
A transformagdo do analito, presente na amostra, em atomos livres ¢
proporcionada pela utilizacdo de diferentes tipos de atomizadores. Os
atomizadores mais utilizados na AAS sdo: uma chama formada pela combinagao
de diferentes combustiveis e oxidantes, na espectrometria de absor¢do atdmica
com chama (F-AAS); enquanto na espectrometria de absor¢do atdmica
eletrotérmica (ET-AAS) diferentes tipos de atomizadores eletrotérmicos sao
empregados, tais como o forno de grafite na GF-AAS ou o tubo de quartzo
aquecido na espectrometria de absor¢do atdomica com gerag¢do de hidretos (HG-
AAS). Os diferentes modos de se produzir o vapor atdmico (atomizagao) a partir
da amostra s3o que definem as técnicas de absor¢do atomica (chama, geragdo de
hidretos, vapor frio e forno de grafite) (Welz & Sperling, 1999; Skoog et al.,
2002).

Neste estudo foram empregadas duas técnicas de atomizacdo da AAS para
se determinar as concentragdes dos elementos nas amostras de figado e rins dos
cetaceos da costa brasileira. A espectrometria de absor¢ao atomica com forno de
grafite (GF-AAS) foi utilizada para se determinar as concentragdes totais de Se,
Cu, As, Cd, Ag e Pb, enquanto a espectrometria de absor¢ao atdmica com vapor
frio (CV-AAS) foi utilizada para se determinar a concentragcdo de mercurio total e

organico (Hg e Hgorg) nestas amostras.
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3.1.1.
A técnica do forno de grafite

O uso de um forno de grafite como atomizador foi proposto por Boris V.
L’vov, em 1959. Este forno baseou-se naquele projetado inicialmente por King,
em 1905. A idéia de L’vov era que a amostra deveria ser completamente
vaporizada e atomizada, e a absorvancia total, associada devida ao elemento de
interesse, usada para a quantificagdo do mesmo. L’vov, ja em 1956, havia tido
contato com o artigo de Walsh, que fora enviado ao seu chefe para uma revisao.
Desde entdo, tornou-se “encantado por este elegante método para toda a vida”
(Welz & Sperling, 1999).

A Figura 1a mostra o forno original de L’vov. Este consistia em um tubo de
10cm de comprimento, internamente revestido com uma folha de Ta, para evitar a
difusdo dos atomos através das paredes do tubo. A amostra era colocada em um
eletrodo de grafite movel e, entre este eletrodo e o tubo de grafite, era aplicada
uma diferenga de potencial. Assim, quando o eletrodo se aproximava do tubo,
formava-se um arco elétrico, vaporizando a amostra, enquanto o tubo era, ao
mesmo tempo, aquecido pelo efeito joule, pela passagem de uma corrente elétrica
ao longo de seu comprimento. Todo o conjunto era montado numa cimara
contendo argdnio, e janelas de quartzo permitiam a passagem de radiacdo. Com
este arranjo, L’vov atingiu limites de deteccdo entre 10™"° ¢ 10™*g, diversas ordens
de grandeza melhores do que os obtidos até entdo pela chama (primeira técnica de
atomizacdo a ser desenvolvida na AAS). Posteriormente, L’vov utilizou o
aquecimento Joule, tanto para o tubo como para a amostra, além de diminuir as
dimensdes do forno. Outra novidade foi a utilizagdo do grafite pirolitico, menos
poroso e mais denso do que o grafite eletrolitico, no lugar da folha de Ta (Welz &
Sperling, 1999).

Na Figura 1b também estd representado o forno de Massmann, que surgiu
em 1967. O forno de Massmann representou um grande avango para o
desenvolvimento de um atomizador eletrotérmico que pudesse ser usado em
aparelhos comerciais. O forno, mostrado na Figura 1b, consistia numa versao
compacta do aparelho de King, aquecido pelo efeito Joule. Um tubo de grafite, de
50mm de comprimento, aquecido pela aplicagdo de uma corrente muito alta

(500A), a baixa voltagem (10V), permitia uma gradagdo muito fina de
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temperatura e, portanto, a selecdo de condigdes de temperaturas Otimas para a
atomizacao de cada elemento. O tubo de Massmann nao era montado em uma
camara de argdnio e, portanto, tinha de ser submetido a um fluxo constante de um
gés inerte. Uma amostra (0,5 mg de sélido ou 50 pL de solucdo) era introduzida
no tubo através de um furo. A temperatura do forno era aquecida em etapas, de
modo que o solvente e os concomitantes mais volateis fossem eliminados de se
proceder ao aquecimento final, capaz de levar o analito a atomizagdo. Com este
forno, Massmann obteve limites de deteccdo cerca de 10 vezes piores que os
obtidos por L’vov. A razio disto pode ser atribuida ao fluxo de gas inerte, que nos
aparelhos modernos, pode ser interrompido na etapa da atomizagdo. Além disso, o

aquecimento resistivo ¢ mais lento do que o arco (Welz & Sperling, 1999).

FURG PARA INJEGAD

ELETRODD COM
A AMOSTRA

Figura 1. Representacdo do forno original de L'vov (a) e do Forno de Massmann (b)
(Modificado de Welz & Sperling, 1999).

Uma série de outros autores propds dispositivos alternativos de atomizagao,
mas o modelo de Massmann ¢ o que foi adotado pelos fabricantes e introduzido
comercialmente em 1970, como um acessorio dos instrumentos de absorgao
atobmica em chama (Welz & Sperling, 1999). Porém, logo em seguida, os
fabricantes dos instrumentos reconheceram o erro ao vender o forno como um
acessoOrio de instrumentos desenhados e planejados para trabalhos em chama. O

sinal de absor¢do no forno de grafite, medido durante a etapa de atomizacao, era
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muito rapido e aqueles instrumentos ndo proporcionavam respostas reais do pico
de absor¢do. Além disso, as medidas de absorvancia em altura de pico, dependiam
da cinética de atomizacdo e das condi¢des do grafite, ndo sendo, portanto,
reprodutivas. O forno possuia caracteristicas ndo isotérmicas, que aumentavam as
interferéncias. Estes equivocos foram, entdo, sendo corrigidos, com o tempo
(Welz & Sperling, 1999).

Na técnica do forno de grafite, o aquecimento resistivo pode ser variado
pelo controle da corrente elétrica, de modo que podem ser conseguidas
temperaturas até o limite de resisténcia do grafite, em torno de 3000 °C.
Geralmente, o aquecimento ocorre em trés etapas: a secagem, em torno da
temperatura de ebulicdo do solvente, a pirdlise, que ¢ usada para destruir a matriz,
sem perder o elemento a ser determinado e que, portanto, depende da matriz e do
elemento e a atomizacdo. O forno é aquecido mais lentamente até a secagem e até
a pirdlise (rampas), mas tdo rapidamente quanto possivel no passo de atomizagao.
A absorvancia ¢ medida durante a atomizagdo. Cada estagio pode ser constituido
de mais de uma etapa de temperatura. Uma etapa final de limpeza ¢ também

aconselhada (ver Figura 2).

2500 —

2000 = Rampa Zero \
¥ 1s00 |-
®
5
J
% 1000 |—
s Rampa

500 —
Rampa
o A S——— e — " ——
Secagem Pirdlise  Atomizacéo
Tempo —

Figura 2. Programa de temperatura do forno de grafite (modificado de Seixas, 2004).
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Entre as vantagens do forno de grafite podem ser citadas: a alta
sensibilidade, a pequena quantidade de amostra requerida (5-100 pL), a
possibilidade de se analisar amostras de outro modo dificeis de lidar com a
nebulizacdo pneumatica, a possibilidade de se analisar amostras solidas
diretamente, sem solubilizacdo prévia e, usando-se um amostrador automatico, a
possibilidade de automag¢do, com o funcionamento sem a presenca do operador.
Em relagdo a técnica de chama, os limites de detec¢do melhoram de varias ordens
de grandeza (Welz & Sperling, 1999). Entretanto, o tempo de anélise e as chances
de interferéncia sdo bem maiores. Estas interferéncias ocorrem porque ndo so6 o
analito, mas também os componentes da matriz estdo mais concentrados no
interior do forno; dai, a importancia da etapa de pirdlise onde se tenta simplificar
a0 maximo a matriz para que, no momento da atomizagdo, as chances de
interferéncia sejam minimizadas.

As dificuldades de controle das interferéncias, quase provocaram o
abandono da técnica, mas em 1981, foi introduzido por Slavin o conceito STPF
(Stabilized Temperature Platform Furnace) que, se seguido, leva ao sucesso da
analise (Welz & Sperling, 1999). O conceito STPF consiste, fundamentalmente

€m:

(1) Proceder a atomizagdo em uma atmosfera isotérmica no tempo e no
espaco, o que pode ser conseguido pelo aquecimento rapido do

3

forno no momento da atomizag¢do (rampa “zero”), pelo uso da
plataforma de L’vov e, mais recentemente, pelo aquecimento
transversal do forno;

(i1) Uso de modificadores quimicos, que sdo agentes que buscam
ajudar na simplificacdo da matriz previamente a atomizacdo; os
modificadores podem atuar aumentando a volatilidade da matriz
ou, mais freqlientemente, aumentando a estabilidade térmica do
analito, permitindo maiores temperaturas de pir6lise;

(1i1) Uso de corregdo de fundo mais eficiente, como o corretor Zeeman;

(iv) Integracdo do sinal de absorcao (leitura em area); como se trata de
um sinal transiente (Figura 3), a leitura em area evita a influéncia

da cinética de atomizagdo, desde que realizada por um sistema de

leitura suficientemente rapido (10 a 20 ms);
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(v) Uso do “stop-flow”, isto ¢, fluxo zero do gas de protecao
(geralmente argdnio) durante a etapa de atomizagao, o que aumenta
o tempo de residéncia do vapor do analito no caminho 6tico, com
aumento conseqiiente da sensibilidade e aproxima o forno das
condig¢oes de isotermicidade;
(vi) Uso de tubo de grafite recoberto com grafite pirolitico, mais inerte

e menos poroso ao vapor atomico (Welz & Sperling, 1999).

Absorvancia

Tempo

Figura 3. Pulso de absorcédo: Absorvancia x Tempo (modificado de Seixas, 2004).

Hoje em dia, a espectrometria de absor¢ao atdmica com forno de grafite
(GF-AAS) tornou-se uma das técnicas mais bem estabelecidas para a
determinagdo rotineira de elementos-traco em amostras bioldgicas ou ambientais,
devido, principalmente, a sua alta sensibilidade, precisdo, exatiddo e simplicidade
(Srogi, 2008; Welz & Sperling, 1999). Entretanto, para bons resultados, o analista
sempre deve estar atento a problemas de interferéncia, checando alguns resultados
por adi¢do de analito, por exemplo. O forno apresenta ainda a possibilidade da

analise direta de solidos ou de suspensdes, o que contorna a etapa de abertura de
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amostras, evitando os riscos de contaminagdo ou perdas e a diluicdo a ela

associadas.

3.1.2.
A técnica do vapor frio

Atualmente, o método analitico, baseado na espectrometria de absor¢do
atomica (AAS), mais amplamente utilizado para a determinacao de concentragdes
traco de mercurio em uma grande variedade de matrizes, ¢ aquele conhecido como
vapor frio (CV-AAS) (Srogi, 2008).

Esta técnica ¢ especifica para a determinagdo de mercurio, pois, este ¢ o
Ginico elemento metalico cuja forma atomica (Hg') estd presente na forma de
vapor a temperatura ambiente. Assim, o método se baseia na redugdo, que
normalmente utiliza o cloreto estanoso ou borohidreto de sédio da forma i6nica
mais oxidada, Hg*" a Hg’ (vapor) que é arrastado por um gés inerte para a célula
de absor¢do, um tubo cilindrico de vidro, com janelas de quartzo, postado
longitudinalmente no caminho 6tico do equipamento de absor¢ao atdmica. Como
o elemento ja chega a célula de absor¢do na forma atomica, esta ndo necessita ser
aquecida. Dai, ser chamada técnica do “vapor frio” (Welz & Sperling, 1999).

Nos aparelhos atuais, o mercurio ¢ reduzido pela adi¢cdo de cloreto estanoso
ou borohidreto de sodio, e arrastado da fase liquida para fase vapor por
borbulhamento da solug¢do com ar ou nitrogénio, ou agitando-a fortemente. Uma
montagem para a técnica do vapor frio ¢ mostrada na Figura 4. No caso de a
acragdo ter sido realizada por agitacdo, o gas carreador ndo precisa,
necessariamente, borbulhar a solu¢do. Nao ha diferenca de sensibilidade entre os
dois procedimentos. Mas, no caso do borbulhamento ¢ importante o uso de um
tubo dessecante (geralmente com perclorato de magnésio), a fim de evitar
condensagdo de agua nas paredes da célula. Alternativamente, a célula de
absorcao pode ser aquecida a uns 200 °C, evitando, assim, qualquer condensagao
de vapor d’agua. A célula de absorcao deve ter janelas de quartzo, em fun¢do do
comprimento de onda utilizado (253.7 nm), embora um tubo T, sem janelas,
também possa ser utilizado. O fluxo de gas carreador (de 0,1 a 0,5 L min™) e o

tempo de agitacdo, se for o caso, devem ser otimizados. A agitacao deve ser bem
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intensa, de modo a garantir que o equilibrio Hg(;y <> Hg(,) seja alcancado, dentro
de frasco de reacdo, para s6 depois haver a transferéncia do Hg para a célula de
absor¢do, garantindo, assim, leituras reprodutivas (Welz & Sperling, 1999).

Na técnica do vapor frio, a leitura deve ser realizada em altura de pico, uma
vez que o tempo de integragdo teria que ser excessivamente longo para conter
todo o pico. Melhores limites de deteccdo podem ser encontrados utilizando-se a
pré-concentragdo por amalgamagdo: uma armadilha consistindo de uma rede de
ouro ¢ postada entre o tubo de reagdo e a célula de absorc¢ao; o mercurio gerado no
frasco de reagdo ¢ amalgamado pelo ouro; a operacdo pode ser repetida varias
vezes, acumulando-se na rede do ouro mais mercurio a cada ciclo. O mercurio
concentrado na rede de ouro ¢é, entdo, liberado pelo aquecimento da armadilha.
Limites de detec¢io da ordem de 0,001 ng mL™ sdo assim relatados (Welz &

Sperling, 1999).

TuBo DE REAGHD

[~

ASITADOR

Figura 4. Esquema de um sistema para determinagdo de mercurio pela técnica de vapor

frio.
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Muitas vezes, o mercirio pode ser apresentar em solu¢do na forma
inorganica (Hg”"), ou na forma de diversos derivados organomercuriais, sendo o
mais importante deles, do ponto de vista toxicoldégico e ambiental, o metil-
mercurio, HgCH3+. E interessante observar que o cloreto estanoso, em meio acido,
¢ capaz de reduzir somente o ion Hg”" e alguns organomercuriais. O metil-
mercurio nao ¢ reduzido pelo cloreto estanoso em meio acido. A redugdo
completa dos organomercuriais pode ser alcancada pela utilizacdo do cloreto
estanoso em meio basico, na presenga de cloreto de cadmio, ou pela utilizagdo de
um redutor mais enérgico, como o borohidreto de sdédio (Welz & Sperling, 1999).

O uso de sistemas em fluxo, automatizados, se tornou bastante popular na
técnica do vapor frio, poupando o tempo do analista, diminuindo os riscos de
contaminagdes ¢ aumentando a repetibilidade das operagdes, o que leva a
melhores limites de deteccdo. A especificidade do comportamento do mercurio,
permitindo o uso de uma célula de absor¢do fria, e principalmente, a importancia
ambiental deste elemento, tém levado os fabricantes a oferece ao mercado
equipamentos exclusivos para a determinacdo de mercurio. Em geral, nestes
casos, sdo equipamentos com uma célula de absor¢do de caminho Otico mais
longo, de modo a aumentar a sensibilidade, que utilizam lampadas de descarga de
mercurio como fonte primdria de radiagdo, mais potentes, diminuindo, assim, o
nivel de ruido, com detectores de estado so6lido e sistema de fluxo acoplado. Estes
equipamentos apresentam limites de detec¢ao bem mais baixos (Welz & Sperling,
1999).

No presente estudo, a espectrometria de absor¢do atdmica com vapor frio,
acoplado a um sistema de inje¢do em fluxo (FI-CV-AAS) e equipado com um
sistema automatico de amostragem liquida, utilizando como agente redutor, uma
solugdo 0,2% (m/v) de borohidreto de sédio em 0,05% (m/v) de hidréxido de
sodio (Kehrig et al., 2008), foi o0 método analitico utilizado para a determinagao
de merctrio total e mercurio organico nos oOrgdos das espécies de cetdceos

estudadas.
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4
Materiais e Métodos

4.1. Areas de estudo

Neste estudo, foram analisadas amostras de figado e rins de ceticeos
marinhos que apresentam diferengas na preferéncia alimentar e habitam distintas
regides marinhas da costa brasileira. Os individuos de cetaceo utilizados neste
estudo pertencem a populagdes que estdo nos limites com o Large Marine
Ecosystem 14 (Patagonia) e o Large Marine Ecosystem 16 (East Brazil shelf).

A costa brasileira pode ser dividida em duas grandes éareas, de acordo com
as caracteristicas climaticas e suas regides marinhas correspondentes: tropical
(5°N - 23°S) e subtropical (23°S - 35°S) (Palacio, 1982; UNEP, 2004).

Os individuos de diferentes espécies de cetdceos empregados neste estudo
sdo provenientes de capturas acidentais em redes de pesca e de encalhes ao longo
do litoral norte do estado do Rio de Janeiro (regido tropical; SE) e do litoral do
estado do Rio Grande do Sul (regido subtropical; S) (Figura 5).

Os limites geograficos da costa norte do Rio de Janeiro estdo entre a
localidade de Barra do Itabapoana (21°18’S), e o municipio de Macaé (22°25°S)
(Figura 5) (Meuhe & Valentine, 1998). Na area do porto de Atafona (21°37°S) as
redes de espera sao amplamente utilizadas por embarcagdes sediadas neste local.
De modo geral, o campo de pesca dessas embarcagdes estd compreendido entre os
limites da costa norte do estado do Rio de Janeiro e as redes de espera sdo
langadas de menos de uma (1) a cerca de 42 milhas nauticas (aproximadamente
77,8 km) da linha da costa, em profundidades que variam entre 5 ¢ 70 m (Di
Beneditto, 2003). A regido norte da costa do estado do Rio de Janeiro estd
permanentemente sob influéncia do rio Paraiba do Sul, que ¢ o mais importante
influxo fluvial desta area (Meuhe & Valentine, 1998).

O litoral do estado do Rio Grande do Sul possui como limites geograficos a
fronteira com o estado de Santa Catarina (27°04’S) ao norte e o Uruguai (33°45°S)
ao sul. Os individuos desta regido foram coletados em aguas costeiras que vao da

cidade de Rio Grande (32°02’S) até o Arroio Chui (33°45°S), que ¢ o ponto mais
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meridional do Brasil, e esta situado no extremo Sul do estado do Rio Grande do

Sul, na fronteira com o Uruguai (Figura 5).
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Figura 5. Areas de captura acidental das espécies de golfinhos.

As amostras provenientes do litoral norte do estado do Rio de Janeiro (SE)

foram fornecidas pelo Banco de Espécies Biologicas do Centro de Biociéncia e

Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro

(UENF). Estas correspondem a amostras de figado e rins de 18 individuos da

espécie P. blainvillei, 19 individuos de S. guianensis e 2 individuos da espécie S.
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frontalis, que foram coletadas pelos pesquisadores do Laboratorio de Ciéncias
Ambientais entre os anos de 1998 a 2005. Enquanto, as amostras provenientes do
litoral do estado do Rio Grande do Sul (S), foram fornecidas pelo Banco de
Amostras de Mamiferos Marinhos do Departamento de Oceanografia da Fundagao
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), correspondendo a amostras de
figado e rins de 13 individuos da espécie P. blainvillei e amostras de figado de 3
individuos da espécie S. coeruleoalba e de 2 individuos da espécie S. frontalis. Os
individuos das trés espécies de golfinhos foram coletados, durante os anos de
2000, 2003 e 2004, pelos pesquisadores do Laboratorio de Tartarugas e
Mamiferos Marinhos, do Departamento de Oceanografia e do Museu
Oceanografico “Professor E.C. Rios”.

Nas Tabelas 3 e 4 sdo apresentados os parametros bioldgicos dos individuos
de P. blainvillei e S. guianensis. Os individuos de S. frontalis empregados neste
estudo abrangeram um total de quatro individuos, sendo dois deles oriundos do
Norte Fluminense com comprimentos totais de 145 cm (fémea) e 170 cm (macho)
e, os outros dois, coletados na costa do Rio Grande do Sul. Nesta tltima regido,
ndo sdo conhecidos os parametros bioldgicos (comprimento total e sexo) dos

individuos de S. frontalis (N = 2) e de S. coeruleoalba (N = 3).

4.2. Descricao das espécies estudadas
4.2.1. Pontoporia blainvillei (Gervais & D’Orbigny, 1844)

A espécie Pontoporia blainvillei, conhecida como franciscana, ¢ um
pequeno cetaceo endémico de aguas costeiras do Oceano Atlantico Sul Ocidental.
Sua area de distribuicdo estd compreendida entre Itatnas (18°25°S), no sudeste
Brasileiro (Siciliano, 1994) até o Golfo de Sao Matias (42°10°S), Peninsula
Valdés, na Argentina (Crespo et al., 1998) (Figura 6).
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Figura 6. Distribuicao geografica (destacada em verde) da espécie Pontoporia blainvillei

na costa leste da América do Sul (modificado de Crespo, 2002).

A franciscana estd incluida na categoria “insuficientemente conhecida” na
lista de espécies de cetdceos da Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN, 1991), embora Perrin & Brownell
(1989) tenham recomendado que ela seja classificada como “vulneravel”. Esta
espécie encontra-se também, listada na Lista Oficial de Espécies da Fauna
Brasileira Ameacadas de Extingdo (Bernardes et al., 1989) e no Livro Vermelho
dos Mamiferos Brasileiros Ameacados de Extin¢ao (Fonseca et al., 1994).

P. blainvillei (Figura 7) ocupa os mais elevados niveis troficos da cadeia
alimentar marinha e habita principalmente aguas rasas com até 30 m de
profundidade (ou um pouco mais) (Secchi et al., 2003) e, bem proximas a linha da
costa (em torno de 30 milhas nauticas; aproximadamente 55,6 km) (Bordino et al.,
2002), tornando-se particularmente vulnerdvel as atividades antropogénicas,
principalmente aquelas relacionadas a capturas acidentais em redes de pesca (Di
Beneditto, 2003; Secchi et al., 2003). Esta espécie apresenta longevidade em torno
de 20 anos (Pinedo et al., 1989), mas a maioria dos individuos registrados a partir
de encalhes ou capturas acidentais em pescarias ndo ultrapassa 10 anos de idade

(Bassoi, 2005).
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P. blainvillei possui uma distribuicdo restrita em areas costeiras e nas
proximidades de estuarios e, alimenta-se preferencialmente de pequenos peixes
Osseos (de at¢ 10 cm) e cefalopodes, seguidos de crusticeos peneideos (Di
Beneditto & Ramos, 2001; Danilewicz et al., 2002). Segundo Di Beneditto*, aP.

blainvillei ¢ considerada uma espécie predominantemente piscivora.

Figura 7. Pontoporia blainvillei (desenhado por Wurtz-Artescienza) (Adaptado de

www.cms.int).

Informagdes sobre a estrutura populacional de P. blainvillei vém sendo
acumuladas consideravelmente nos ultimos dez anos, embora ainda haja muito
para ser compreendido sobre as divisdes populacionais da espécie. A primeira
evidéncia de que a franciscana subdivide-se em mais de uma populagdo ao longo
de sua distribuicao geografica foi apresentada por Pinedo (1991). Baseada em
analise discriminante de caracteres osteoldgicos, a autora diferenciou duas formas
geograficas da espécie: uma forma norte, de tamanho menor (de 120 a 150 cm),
ocorrendo do Estado de Santa Catarina até o Espirito Santo; e uma forma sul, de
tamanho maior (de 140 a 170 cm), ocorrendo do Rio Grande do Sul até¢ a
Argentina. Posteriormente, através do seqliénciamento de uma regido controle do
DNA mitocondrial de animais do Rio Grande do Sul e do Rio de Janeiro, Secchi
et al. (1998) apresentaram evidéncias genéticas que pelo menos estas duas regides

representam populagdes distintas de P. blainvillei.

* Di Beneditto, A.P.M., (Centro de Biociéncia e Biotecnologia, UENF, Campus Campos

dos Goytacazes) Comunicagdo pessoal, 2008.
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Franciscanas da costa do estado do Rio de Janeiro (SE) atingem sua
maturidade sexual quando estdo com aproximadamente 2 anos de idade e 115 cm
(machos) ou 3 anos de idade e 130 cm de comprimento (fémeas) (Di Benedito &
Ramos, 2001). Enquanto, individuos da costa do Estado do Rio Grande do Sul (S)
atingem sua maturidade sexual quando estdo com 4 anos de idade e cerca de 130
cm de comprimento (machos) ou 6 anos de idade e cerca de 146 a 152 cm de
comprimento (fémeas) (Barreto & Rosas, 2006).

As amostras utilizadas neste estudo abrangeram individuos sexualmente
maduros e imaturos com comprimentos totais que variaram de 68 a 147 cm (SE) e
99,5 a 153,5 cm (S). Individuos do sexo masculino (65 %) e sexualmente imaturos

(71 %) predominaram em ambas as amostras (Tabela 3).

Tabela 3. Dados bioldgicos de Pontoporia blainvillei acidentalmente capturadas ao longo
da costa norte do Rio de Janeiro (SE) e Rio Grande do Sul (S).

Regido Maturidade Sexo Namero de Comprimento total
sexual individuos (min — m&x em cm)
Imaturo Macho 8 82,0-113,0
Fémea 4 68,0 —107,0
SE Maduro Macho 3 116,0 - 123,0
Fémea 2 135,0 — 147,0
Nio identificado 1 103,0
N° total de 18 68,0 — 147,0
individuos
Imaturo Macho 6 101,0 - 126,0
Fémea 4 99,5 -132,2
S Maduro Macho 2 130,0 - 133,0
Fémea 1 153,5
N° total de 13 99,5 -153,5

individuos

44


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0420972/CB


PUC-Rio - Certificacéo Digital N° 0420972/CB

Materiais e Métodos

4.2.2. Sotalia guianensis (van Bénéden, 1862)

A espécie Sotalia guianensis, conhecida como boto-cinza, ¢ um pequeno
cetdceo que vive em dguas costeiras e estuarinas, desde Honduras (14°N), na
América Central, até o Sul do Brasil (27°S) (Figura 8) (Di Beneditto & Siciliano,
2007). Sotalia guianensis diferencia-se da espécie Sotalia fluviatilis, cuja
distribui¢do ¢ observada ao longo da América Central e América do Sul, inclusive
na bacia Amazonica (Borobia et al., 1991). Ambas espécies foram recentemente
diferenciadas, partindo-se do complexo taxondmico Sotalia fluviatilis, que

agregava ambas espécies, como morfotipos diferenciados.

-

100" W 60" W Sotalia fluviatilis © CMS { GROMS

Figura 8. Distribuicdo geografica (destacada em verde; no litoral) da espécie Sotalia

guianensis (Adaptada do site www.cms.int).

A Sotalia guianensis (Figura 9) é um pequeno cetaceo de vida longa (em
torno de 30 anos) (Di Beneditto & Ramos, 2004) com hébito tipicamente costeiro
e também, ¢ simpatrico no Sudeste do Brasil. Nesta regido, principalmente na
costa norte do estado do Rio de Janeiro (21°35’S — 22°25°S), esta espécie vem
sofrendo os impactos da atividade pesqueira, em que as redes de pesca sao
responsaveis pela captura acidental de individuos desta espécie de cetdceo. Porém,

ndo existe uma competicdo entre os pescadores € 0s pequenos ceticeos, uma vez
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que ha uma selecdo, por parte dos pescadores, na captura de peixes de interesse

comercial (Di Beneditto & Ramos, 2001).

Figura 9. Sotalia guianensis (desenhado por Wourtz-Artescienza) (Adaptado de

www.cms.int).

Os peixes, com comprimento entre 32 até 107 cm, sdo as principais presas
da Sotalia guianensis com importancia relativa muito superior as demais espécies
de peixes e cefalopodes que habitam a costa norte do Rio de Janeiro (Di Beneditto
& Ramos, 2004). As espécies de peixe, Trichiurus lepturus (peixe-espada;
piscivoro voraz), Paralonchurus brasiliensis (maria-luiza; carnivoro de fundo,
que alimenta-se de pequenos peixes, crustaceos e moluscos) e Anchoa filifera
(manjubinha: alimenta-se de animais planctonicos) sdo as presas preferenciais da
espécie Sotalia guianensis. A espécia de cefalopode, Loligo sanpaulensis
(Brakoniecki, 1984: Mollusca: Cephalopoda), denominada de lula, que se
alimenta de pequenos peixes, foi a espécie dominante de cefalopode encontrada
no conteudo estomacal do boto-cinza da costa norte do estado do Rio de Janeiro
(Di Beneditto & Ramos, 2004). Segundo Di Beneditto’, a S. guianensis é
considerada uma espécie predominantemente piscivora.

De acordo com a relagdo entre a idade, o comprimento total e as
caracteristicas reprodutivas, os individuos machos sdo considerados sexualmente
maduros quando atingem uma idade igual ou superior a seis anos € um

comprimento total igual ou superior a 180 cm; enquanto para as fémeas, quando

* Di Beneditto, A.P.M., (Centro de Biociéncia e Biotecnologia, UENF, Campus Campos

dos Goytacazes) Comunicagdo pessoal, 2008.
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estas atingem a mesma idade € um comprimento total superior ou igual a 160 cm
(D1 Beneditto & Ramos, 2004).

As amostras utilizadas neste estudo abrangeram individuos sexualmente
maduros e imaturos com comprimentos totais que variaram de 86 a 200 cm.
Individuos do sexo masculino (63%) e sexualmente maduros (68%)

predominaram na amostra (Tabela 4).

Tabela 4. Dados biolégicos de Sotalia guianenis acidentalmente capturados ao longo da

costa norte do Rio de Janeiro (SE).

Regido Maturidade Sexo NuUmero de Comprimento total
sexual individuos (min — max em cm)
Imaturo Macho 7 86,0 —179,0
Fémea = -
SE Maduro Macho 5 180,0 —200,0
Fémea 8 160,0 — 196,0
Nao identificado 1 -
N° total de 21 86,0 —200,0
individuos

4.2.3. género Stenella (Gray, 1866)

O género Stenella compreende cinco espécies de golfinhos que se
distribuem, principalmente, em 4aguas oceanicas tropicais, subtropicais e
temperadas de todo o mundo (Moreno et al., 2005). Duas espécies sdo endémicas
do Oceano Atlantico, Golfo do México e Caribe: Stenella frontalis (G. Cuvier,
1829), conhecida como Golfinho-pintado-do-Atlantico; e Stenella clymene (Gray,
1850) ou Golfinho-climene (Fertl et al., 2003). As outras trés espécies: Stenella
attenuata (Gray, 1846) ou Golfinho-pintado-pantropical; Stenella longirostris
(Gray, 1828) ou Golfinho-rotador e Stenella coeruleoalba (Meyen, 1833),
conhecida como Golfinho-listrado ou Golfinho-riscado, sdo consideradas espécies
cosmopolitas, ou seja, habitam todas as principais bacias ocednicas mundiais

(Archer & Perrin, 1999).
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Neste estudo foram analisadas somente as amostras de figado e rins de
individuos das espécies S. frontalis (N=4) (Figuras 10 ¢ 11) e S. coeruleoalba
(N=3) (Figuras 12 e 13), acidentalmente capturados em 4reas costeiras abertas do
norte do estado do Rio de Janeiro (SE) e também, do estado do Rio Grande do Sul
(S).

Segundo Moreno et al. (2005), a distribui¢do dos golfinhos do género
Stenella ¢ muito pouco conhecida na porgdo oeste do oceano Atlantico Sul. Nesta
regido, duas espécies do género, S. frontalis (Figura 11) e S. coeruleoalba (Figura
13), apresentam uma maior preferéncia por habitar aguas rasas (de 20 a 200 m) e
bem proximas a costa (Moreno et al., 2005). A preferéncia por este tipo de habitat
torna essas espécies, particularmente, vulneraveis as atividades antropogénicas,
principalmente aquelas relacionadas a capturas acidentais em redes de pesca que,
ocasionam, em muitas vezes, a morte de individuos cujas carcagas sdo
posteriormente encontradas encalhadas nas areias das praias das regides estudadas

(Di Beneditto) .
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Figura 10. Distribuicdo geogréfica (destacada em verde) da espécie Stenella frontalis nas
aguas tropicais e subtropicais do Oceano Atlantico Sul e nas aguas temperadas do

Oceano Atlantico Norte (modificado de Perrin et al., 1994).

* Di Beneditto, A.P.M., (Centro de Biociéncia e Biotecnologia, UENF, Campus Campos

dos Goytacazes) Comunicagdo pessoal, 2008.
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Figura 11. Stenella frontalis (desenhado por Wurtz-Artescienza) (Adaptado de

www.cms.int).
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Figura 12. Distribuicdo geografica (destacada em verde) da espécie Stenella
coeruleoalba nas aguas tropicais, subtropicais e temperadas ao redor do mundo
(modificado de Perrin et al., 1994 e Archer & Perrin, 1999).

Figura 13. Stenella coeruleoalba (desenhado por Wurtz-Artescienza) (Adaptado de

www.cms.int).
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A analise do contetido estomacal de individuos da espécie S. frontalis
indicou que esta pode ser considerada, principalmente, uma espécie teutéfaga (Di
Beneditto et al., 2001), isto ¢, que se alimenta preferencialmente de cefalopodes.
A presenca de lulas na dieta alimentar do género Stenella foi reportada
anteriormente em estudos realizados no Mar Mediterraneo (Duguy et al., 1979),
no Oceano Pacifico Oriental (Robertson & Chivers, 1997) e também, no Sul
(Emerim et al., 1996) e sudeste (Di Beneditto et al., 2001) do Brasil, onde nestas
ultimas areas, foram identificadas a presenca de lulas (da familia Loliginidae), em
maior quantidade, e de peixes, em menor quantidade no conteudo estomacal da S.
frontalis.

Com relagdo ao habito alimentar da espécie S. coeruleoalba, cefalopodes
das familias Ommastrephidae e Enoploteuthidae foram encontrados no conteudo
estomacal de individuos encontrados encalhados na costa do estado de Sao Paulo
(Rosas et al., 2002). Segundo Rosas et al. (2002), estes dois tipos de presa
pertencem a espécies oceanicas onde, os cefalépodes da ultima familia fazem
parte preferencialmente da dieta alimentar da S. coeruleoalba. Este fato reflete,
portanto, o habito pelagico desta espécie de golfinho.

As amostras de figado e rins de S. frontalis utilizadas neste estudo
abrangeram um total de quatro individuos, sendo dois deles oriundos do Norte
Fluminense com comprimentos totais de 145 cm (fémea) e 170 cm (macho) e, os
outros dois, coletados na costa do Rio Grande do Sul. Nessa regido, ndo sdo
conhecidos os parametros biologicos (comprimento total e sexo) dos individuos
de S. frontalis (N = 2) e de S. coeruleoalba (N = 3), pois ndo foi possivel
identificar esses pardmetros no momento da coleta e, apenas as amostras de figado

foram analisadas.

4.3. Preparo das amostras

As sub-amostras de figado e rins que foram enviadas ao Laboratério de
Radioisotopos Eduardo Penna Franca (IBCCF-UFRIJ) pelos pesquisadores da
UENF e da FURG, em diferentes periodos, foram inicialmente armazenadas a -18

°C. Posteriormente, estas foram liofilizadas utilizando um equipamento Terroni
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(Sao Carlos, Brasil), série LD equipado com uma bomba de vacuo (Figura 14).
Neste equipamento pode-se utilizar tanto a camara de liofilizagdo com
fechamento, quanto a torre para baldes que sdo acoplados diretamente ao
condensador, que se mantém a — 52 °C e aproximadamente a 0,1 atm.

Apds a liofilizagdo, as amostras foram trituradas com o auxilio de um
triturador elétrico e posteriormente, foram homogeneizadas, devidamente
identificadas e guardadas em frascos de vidro &mbar hermeticamente fechados até
ao momento das analises.

Todo o material empregado, tanto no preparo quanto na andlise das
amostras, sofreu uma descontaminagdo através de uma prévia lavagem com
detergente e dgua corrente, com posterior imersdao em um banho de Extran (10%
v/v) por, no minimo, 24 horas. Decorrido este periodo, o material foi lavado com
agua desionizada e colocado em um banho de HNO; (15% v/v) por no minimo 24
horas. Antes de ser usado, todo material foi rinsado com agua desionizada
ultrapura (18,2 MQ cm), obtida de um sistema Milli-Q (Millipore, USA), e

posteriormente foi seco a temperatura ambiente.

Figura 14. Liofilizador Terroni (série LD) acoplado a uma bomba de vacuo.
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4.4. Solucdes e reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Acido nitrico 65%
(p/v) (Tedia) foi utilizado tanto na digestdo das amostras quanto no preparo das
solugdes estoque a serem utilizadas no espectrometro de absor¢do atdmica com
forno de grafite. Solugdes estoque de 1.000 pg mL™ de Se, As, Cu, Cd, Ag ¢ Pb
(Titrisol®, Merck) foram preparadas por dilui¢do com uma solucdo 0,2% (v/v) de
HNOs. Agua desionizada ultrapura (18,2 MQ cm), obtida de um sistema
purificador Milli-Q (Millipore, USA) foi usada em todas as dilui¢cdes. As solugdes
de trabalho de Se, As, Cu, Cd, Ag ¢ Pb, foram obtidas a partir da diluicdo da
solucdo estoque de 1.000 pg mL™ com uma solugdo 0,2% (v/v) de HNO; (Tedia),
que foram preparadas diariamente. Uma solugdo de 1.500 pg mL™" de nitrato de
paladio (Merck) foi utilizada como modificador quimico nas determinagdes de Se,
As, Cd, Ag ¢ Pb. A mesma foi preparada a partir da diluicdo, em agua
desionizada, de uma solugio estoque de 10.000 pg mL™ de PA(NO3), (Merck).

Para as determinagdes de mercurio total (Hgro) € merctrio orgénico (Hgor,)
no espectrometro de absorcdo atdmica com vapor frio, uma solugdo estoque de
1.000 pg mL™" de Hg (Merck) foi utilizada. As solugdes de trabalho de Hg, foram
obtidas a partir da diluigio da solugio estoque de 1.000 pg mL™ com solugdes a
5% (v/v) de HNO; (Tedia) e 0,01% (v/v) de K,Cr,O;7 (Merck) e dgua ultrapura
(g.s.p.), que foram preparadas diariamente. Como recomendagdo do fabricante, 2
gotas de uma solucdo 5% (m/v) de KMnO4 (Merck) foram adicionadas para a
estabilizacdo destas solug¢des, uma solucdo 3% (v/v) de HCI (Tedia) foi utilizada
como solugdo carreadora e, como agente redutor foi utilizada uma solugdo 0,2%

(m/v) de NaBH4 em NaOH 0,05% (m/v) (Merck).

4.5. Determinagéo de Se, As, Cu, Cd, Ag e Pb nas amostras

As determinagdes de Se, As, Cu, Cd, Ag e Pb em amostras bioldgicas foram
realizadas através de um espectrometro de absor¢ao atdmica com forno de grafite
Analytik Jena (Jena, Alemanha), modelo AAS ZEEnit 60 equipado com

atomizador de grafite aquecido transversalmente e efeito Zeeman como sistema de
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correcado de fundo (Figura 15). Esse sistema de correcdo permite variar a
intensidade do campo magnético de 0,05 T a 0,80 T.

Neste trabalho, como recomendagdo do fabricante, a intensidade do campo
magnético foi fixada em 0,70 T para a determinagdo da Ag e 0,80 T para as
determinagdes de Se, As, Cu, Cd e Pb. Um sistema automatico de amostragem
liquida Analytik Jena (modelo MPE 52) (Figura 15) e tubos de grafite revestidos
piroliticamente com plataformas de grafite (PIN, Analytik Jena, part n° 407-
152.011) também foram utilizados. Como gas de protecdo interna, externa e
também, como carreador do vapor atomico do forno de grafite, foi utilizado o
argonio (Ar) com 99,96 % de pureza (Aga, Rio de Janeiro, Brasil).

Os parametros de operagdo e as condic¢des instrumentais do AAS ZEEnit 60
foram ajustados de acordo com as recomendagdes do fabricante. As condic¢des
instrumentais e os programas de temperatura e tempo otimizados para a
determinagdo de cada elemento (Se, As, Cu, Cd, Ag e Pb) em amostras biologicas
sdao apresentados na Tabela 5. Todas as medidas foram realizadas por area de
absorvancia integrada, utilizando um tempo de integracdo de 5 segundos, sendo

feitas em duplicata e descontados os respectivos brancos.

Figura 15. Espectrometro de absorgdo atdbmica com forno de grafite Analytik Jena,
modelo AAS ZEEnit 60 e sistema automatico de amostragem liquida Analytik Jena
(modelo MPE 52) acoplado.
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Tabela 5. Condi¢gdes instrumentais e parametros analiticos otimizados para a
determinacdo de Se, As, Ag, Cd, Cu e Pb total em amostras biolégicas (volume de
injecao de 20 uL) por GF-AAS.

Se As Ag Cd Cu Pb
Condigdes instrumentais
Comprimento de onda (nm) 196.,0 193,7 328.1 228.8 324.8 283,3
Largura da fenda (nm) 1,2 0,5 0,8 0,8 0,8 0,5
Corrente da Lampada (mA) 6,0 10,0 4,0 4,0 3,0 8,0
Programas de temperatura
Secagem
Temperatura (°C) 90 90 90 90 90 90
Rampa (°C s™) 10 10 10 10 10 1
Hold (s) 15 15 10 5 5 10
Fluxo de Argénio 2Lh" 2Lh" 2Lh" 2Lh" 2Lh! 2Lh!
Secagem
Temperatura (°C) 120 120 105 105 105 120
Rampa (°C s™) 15 15 7 7 7 20
Hold (s) 25 25 10 30 30 20
Fluxo de Argénio 2Lh" 2Lh! 2Lh" 2Lh'  2Lh' 2Lh'
Secagem
Temperatura (°C) - - 120 120 120 -
Rampa (°C s™) - - 10 15 15 -
Hold (s) - - 10 10 10 -
Fluxo de Argonio - - 2Lh! 2Lh! 2Lh" -
Pirdlise 1
Temperatura (°C) 500 500 500 - - -
Rampa (°C ™) 7 7 10 - - -
Hold (s) 20 20 20 - - -
Fluxo de Argénio 2Lh" 2Lh! 2Lh" - - -
Pir6lise 2
Temperatura (°C) 1200 1200 800 900 1000 900
Rampa (°C s™) 30 30 30 1000 400 10
Hold (s) 30 30 30 10 10 20
Fluxo de Argonio 2Lh! 2Lh! 2Lh! 2Lh'  2Lh'  2Lh!
Auto-zero
Temperatura (°C) 1200 1200 800 900 1000 900
Rampa (°C s™) 0 0 0 0 0 0
Hold (s) 6 6 6 6 6 5
Fluxo de Argonio Zero Zero Zero Zero Zero Zero
Atomizagao
Temperatura (°C) 2200 2200 1900 1900 2200 2100
Rampa (°C s™) 2500 2600 2000 2500 2500 1500
Hold (s) 6 6 3 5 5 2
Fluxo de Argonio Zero Zero Zero Zero Zero Zero
Limpeza
Temperatura (°C) 2500 2500 2500 2000 2400 2400
Rampa (°C s™) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Hold (s) 5 5 4 3 4 4

Fluxo de Argénio 2Lh"' 2Lh" 2Lh"' 2Lh' 2Lh' 2Lh'
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4.5.1. Efeitos de matriz em GF-AAS

A existéncia de interferéncias multiplicativas (interferéncias oriundas da
matriz) na determinagdo de Se, As, Cu, Cd, Ag e Pb nas amostras de figado e rins
de cetaceos marinhos, utilizando a técnica da espectrometria de absor¢ao atdmica
com forno de grafite, geralmente ¢ verificada através do teste de adicao de analito.
Este teste consiste em se comparar a inclinacdo da curva obtida pela técnica de
adicdo de analito (em que se adicionam quantidades conhecidas de analito a
aliquotas de igual volume de amostra, levando-se sempre a um mesmo volume
final) (B2) com aquela obtida com uma curva analitica preparada com solugdes
analiticas aquosas, sem a presenca da matriz (1) (Tabela 6). Em outras palavras,
o teste verifica se caso a curva analitica fosse preparada no mesmo meio que a
amostra, ela apresentaria uma inclinacdo diferente daquela observada com
solugdes analiticas aquosas. Se as inclinagdes forem semelhantes, pode-se
considerar que nao ha interferéncia multiplicativa. Alias, por seguranca, este teste
deve ser realizado sempre que um novo tipo de amostra ¢ recebido. Porém, o uso
da adicdo de analito intensifica o trabalho, e deve ser utilizado somente se
estritamente necessario (Welz & Sperling, 1999).

A amostra utilizada neste teste foi uma amostra de figado de cetaceo que
passou por todo o procedimento descrito no subitem 4.5.2 e este foi realizado para
cada elemento separadamente, antes da determinacdo dos mesmos em todas as
amostras.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, s6 houve
interferéncia multiplicativa para a determinacdo de Pb na amostra estudada. Por
essa razao, somente para este elemento (Pb) a adicdo de analito foi utilizada como
técnica de calibragdo para a determinacdo deste elemento nas amostras de figado e
rins de cetdceos marinhos. Esta técnica foi empregada também por outros autores
na determina¢do de Pb em amostras de tecido muscular de peixe (Sures et al.,
1995) e tecidos moles de mexilhdo (Maia et al., 2006), utilizando a técnica da
espectrometria de absor¢ao atdmica com forno de grafite (GF-AAS).

A curva analitica em meio aquoso, que ¢ uma técnica de calibragdo mais
simples e mais rapido, foi portanto, utilizada para a determinacdo dos demais
elementos (Se, As, Cu, Ag e Cd) nas amostras de figado e rins de cetdceos

marinhos por GF-AAS.
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Tabela 6. Inclinagdes correspondentes a calibragdo aquosa (B1) e a calibragdo por
adicdo de analito (B2) para a determinacdo de elementos-trago em amostras de figado
de cetaceos marinhos.

Elemento Bl (Aug' L) P2(Aug’ L)
As 3,00 x 10™ (0,9981)* 3,20 x 10~ (0,9936)*
Se 3,10 x 107 (0,9994) 3,20 x 107 (0,9936)"
Cu 5,60 x 107 (0,9999)* 6,00 x 10 (0,9910)
Ag 1,90 x 107 (0,9978)* 1,92 x 107 (0,9909)*
cd 3,32 x 107 (0,9998)* 3,20 x 107 (0,9884)*
Pb 6,90 x 107 (0,9992)* 1,80 x 107 (0,9958)"

* O coeficiente de correlagio miltipla (R?) esta apresentado entre parénteses.

4.5.2. Procedimento analitico para a determinacéo de Se, As, Cu, Cd,
Ag e Pb nas amostras de figado e rins dos cetaceos marinhos por
GF-AAS

Sub-amostras (2 replicatas) de aproximadamente 0,1 g de amostra seca de
figado e rins de ceticeos marinhos sofreram uma pré-digestdo acida em sistema
fechado por 12 h com 2,0 mL de HNO;3 65% (m/v) (Tedia). Posteriormente, os
tubos Pirex® fechados foram aquecidos por cerca de 2 h a 60 °C em banho-maria,
até que fossem observadas solucdes amarelas e limpidas. Apos o resfriamento,
aliquotas de 200 uL das solug¢des das amostras digeridas foram completadas a um
volume de 1,0 mL com agua desionizada. Entdo, 20 uL. das amostras pré-diluidas
e 7 uL de uma solugdo de modificador quimico (Pd, para as determinagdes de Se,
As, Cd, Ag e Pb) foram sequencialmente introduzidos no forno de grafite, com o
auxilio do sistema automatico de amostragem liquida (Seixas et al., 2007b) e, os
programas otimizados de temperatura para cada elemento-traco (Tabela 5) foram,
entdo, executados. Para se verificar a pureza dos reagentes e a existéncia de
qualquer contaminagdo, dois brancos analiticos (sem a “presenca” dos analitos)
foram preparados a cada batelada e analisados conforme o procedimento descrito
anteriormente. Da mesma forma, foram tratados os materiais de referéncia
certificados (CRM) para a andlise de elementos-traco do National Research
Council — Canad4d (DORM-2 — amostra de tecido muscular de tubardo; DOLT-2 —

amostra de figado de tubardo e TORT-2 — hepatopancreas de lagosta) que foram
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utilizados para checar a exatiddo dos métodos analiticos aplicados. Os resultados
foram obtidos a partir das médias de pelo menos duas medidas de cada amostra
pré-diluida (branco analitico, CRM e amostras de figado e rins de cetaceos) cujos
coeficientes de variagdo (C.V.) foram sempre inferiores a 10 % (Seixas et al.,

2008).

4.6. Determinagao de Hgtot € Hgorg Nas amostras

As determinagdes de mercurio total (Hgro) € mercurio organico (Hgor,) nas
amostras bioldgicas foram realizadas em um espectrometro de absor¢do atomica
com vapor frio, modelo FIMS 400 (Perkin Elmer), acoplado a um sistema de
injecdo em fluxo, modelo FIAS 400 (Perkin Elmer) e, equipado com um sistema
automatico de amostragem liquida, modelo AS 90 (Perkin Elmer) (Figura 16). O
argonio (Ar) com uma pureza de 99,998 %) (Aga, Rio de Janeiro, Brasil) foi
utilizado como gas carreador em uma vazao de 75 mL min” (Kehrig et al., 2008).
Como célula de absor¢ao foi utilizada uma célula de quartzo com didmetro interno
de 1,0 mm e comprimento de 110,0 mm. Uma lampada de catodo oco de
mercurio, operando a 4,0 mA, no comprimento de onda de 253,7 nm, e uma fenda
de 0,7 nm foram utilizadas nas medidas. As medidas foram realizadas por altura
de pico de absorvancia, utilizando um tempo de integracdo de 15 segundos, sendo

feitas em duplicata e descontados os respectivos brancos.

Figura 16. Espectrometro de absorgao atémica com vapor frio, modelo FIMS 400 (Perkin
Elmer), associado a um sistema de injegdo em fluxo, modelo FIAS 400 (Perkin Elmer) e
equipado com um sistema automatico de amostragem liquida, modelo AS 90 (Perkin

Elmer).
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4.6.1. Procedimento analitico para a determinacdo de Hgr.: nas
amostras de figado e rins dos cetaceos marinhos por FI-CV-AAS

Para se determinar a concentracdo de mercurio total (Hgro) nas amostras de
figado e rins de cetaceos, estas sofreram um processo de digestao acida a quente
em sistema aberto. Sub-amostras (2 replicatas) de aproximadamente 0,05 g das
amostras secas foram digeridas com 3,0 mL de uma solucdo sulfo-nitrica
(H2SO4:HNO3, 1:1 v/v) (Merck p.a.) e 1,0 mL de uma solu¢do concentrada de
H,0,; (Merck p.a.) em tubos digestores por aproximadamente 45 min em banho-
maria a 60 °C. Apos o resfriamento, 5,0 mL de uma solucio 5% (m/v) de KMnOg4
foram adicionados as amostras digeridas que ficaram em repouso por
aproximadamente 12 h. A concentragdo de mercurio total (Hgr,) na solugdo
digerida foi determinada por espectrometria de absor¢ao atomica com geracao de
vapor frio acoplada a um sistema de inje¢do em fluxo, FIAS 400 (Perkin Elmer),
empregando-se uma solu¢do 0,2% (m/v) de NaBHs em NaOH 0,05% (m/v)
(Merck) como agente redutor (Kehrig et al., 2006). Para se verificar a pureza dos
reagentes e a existéncia de qualquer contaminagdo, dois brancos analiticos (sem a
“presenca” dos analitos) foram preparados a cada batelada e analisados conforme
o procedimento descrito por Kehrig et al. (2008). Da mesma forma, foram tratados
os materiais de referéncia certificados (CRM) para a analise de Hgro do National
Research Council — Canadd (DORM-2 — amostra de tecido muscular de tubario;
DOLT-2 — amostra de figado de tubardao e TORT-2 — hepatopancreas de lagosta)
que foram utilizados para checar a exatiddo do método analitico aplicado. Os
resultados foram obtidos a partir das médias de pelo menos duas medidas de cada
amostra (branco analitico, CRM e amostras de figado e rins de ceticeos) cujos

coeficientes de variagdo (C.V.) foram sempre inferiores a 10 %.

4.6.2. Procedimento analitico para a determinagdo de Hgorg nas
amostras de figado e rins dos cetaceos marinhos por FI-CV-AAS

Neste estudo foram empregadas aproximadamente 0,05 g de amostra seca
que foram transferidas para frascos de Teflon de 50 mL hermeticamente fechados
juntamente com 5,0 mL de uma mistura de H,SO4 (5% v/v) e KBr (18% m/v), e

1,0 mL de uma solugdo de CuSO; 1 mol L (Merck p.a.). Os frascos foram
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deixados a temperatura ambiente por 15 minutos. As espécies organicas de
mercurio (Hgorg) nas amostras foram isoladas das espécies inorganicas por
lixiviagdo acida (Kehrig et al., 2008). Posteriormente, foram adicionados a cada
frasco 10,0 mL de CH,Cl, (Tedia) que foram, entdo, fechados agitados
vigorosamente por 15 minutos e, centrifugados por 5 minutos a 3200 rpm. Em
seguida, foi observada a formacdo de trés fases: uma organica (superior), uma
aquosa (inferior) e uma solida (Kehrig et al., 2008). Uma aliquota de 1,0 mL da
fase organica (superior) foi transferida para tubos digestores abertos contendo 5,0
mL de uma mistura HNO;-H,SOy4 (1:4 v/v) que foram posteriormente aquecidos
em banho-maria a 60 °C por 45 minutos. Nesta etapa, a mistura de solventes
organicos evapora-se sem perda detectavel de Hgor, (Wagemann et al., 2000). A
fase aquosa remanescente foi digerida e analisada como descrito no subitem 4.6.1,
para a determinacdo de Hgro (Kehrig et al., 2006, 2008). Para se verificar a
pureza dos reagentes e a existéncia de qualquer contaminagdo, dois brancos
analiticos (sem a “presenca” dos analitos) foram preparados a cada batelada e
analisados conforme o procedimento descrito anteriormente. Da mesma forma,
foram tratados os materiais de referéncia certificados (CRM) para a andlise de
Hgorg (metilmercurio, MeHg) do National Research Council — Canadda (DORM-2
— amostra de tecido muscular de tubarao; DOLT-2 — amostra de figado de tubardo
e TORT-2 — hepatopancreas de lagosta) que foram utilizados para checar a
exatiddo do método analitico aplicado. Os resultados foram obtidos a partir das
médias de pelo menos duas medidas de cada amostra (branco analitico, CRM e
amostras de figado e rins de cetdceos) cujos coeficientes de variacao (C.V.) foram

sempre inferiores a 10 %.

4.7. Andlises Estatisticas

Todas as analises estatisticas dos dados foram realizadas com o auxilio do
pacote estatistico STATISTICA® 7.0 para o sistema operacional Windows"
(StatSoft, Inc. 1984-2004, USA).

A estatistica descritiva foi empregada na determinacdo dos valores médios
para as duplicatas de cada amostra (branco analitico, CRM, figado e rins de

cetdceos marinhos), assim como para a determinacdo do desvio padrio e o
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coeficiente de variacdo para cada batelada de analise. Neste estudo, s6 foram
considerados resultados cujo coeficiente de variag¢do foi inferior a 10 %.

O teste de Shapiro-Wilk (teste W) foi utilizado para se analisar a
distribuicdo dos dados. Estes apresentaram uma distribui¢do ndo-normal e, testes
ndo-paramétricos foram entdo aplicados.

A diferenga entre as concentracdes dos elementos-trago € merctrio organico
nos tecidos foi testada através da andlise de varidncia ndo-paramétrica de Kruskal-
Wallis (ANOVA) para k amostras independentes. Este teste também foi
empregado para se testar as diferencas entre as espécies de cetaceos e os
parametros bioldgicos. O teste de Mann-Whitney (teste U) foi utilizado para se
verificar a significancia das diferencas encontradas pelo teste Kruskal-Wallis
(ANOVA) e também, para se comparar as concentracdes dos elementos nos
tecidos entre as diferentes espécies de cetdceos, areas geograficas e sexo.

O teste de correlagdo de Spearman (R) foi aplicado para se verificar as
relagdes entre os parametros bioldgicos (sexo e comprimento total) e as
concentragoes dos elementos-traco nos tecidos estudados.

A andlise de discriminantes multivariada foi aplicada para comparar as
concentragdes dos elementos e determinar se existiam variagdes representativas
entre as espécies de cetaceos estudadas. Esta analise fornece o percentual correto
de classificacio, a distancia de Mahalanobis (D?), o valor de F referente as médias
dos vetores, a correlagdo candnica dos grupos (espécies de cetaceos) e as variaveis
(concentracdo dos elementos-traco) que foram eficientes na discriminagao.

O percentual correto de classificagdo indica quantas concentracdes foram
diferentes para serem determinadas pela funcao discriminante. Quanto maior for o
percentual, maior serd a diferenca entre os grupos analisados.

A distancia de Mahalanobis (D?) fornece a distancia entre os grupos no
espago multivariado e, quando estes sdo altos, indicam grandes diferengas entre os
grupos.

Através da representagdo grafica das variaveis candnicas ¢ possivel obter-se
uma indicagdo da discriminagdo entre os grupos, visto que as distancias relativas
sdo proporcionais as diferengas entre os grupos.

Em todos os testes estatisticos, considerou-se p < 0,05 como
estatisticamente significante. As concentracdes foram apresentadas como média +

desvio padrao e intervalo (min. — méax.) em peso seco.
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5
Resultados e discussao

5.1. Limites de deteccdo (L.D.) e quantificacdo (L.Q.)

A exatidao dos métodos analiticos foi determinada utilizando materiais de
referéncia certificado (CRM) do National Research Council — Canadd (DORM-2
— amostra de tecido muscular de tubardo; DOLT-2 — amostra de figado de tubarao
e TORT-2 — hepatopancrias de lagosta). As concentragdes dos analitos (Se, As,
Cu, Cd, Ag, Pb, Hgr,: € Hgore) encontradas nos CRMs sdo apresentadas na Tabela
7.

Tabela 7. Resultados para a analise dos materiais de referéncia certificados.

N Valores  Certificados Valores Encontrados®

(mg kg™ p.s.) (mg kg™ p.s.)
DORM - 2
Se 12 1,40 £ 0,09 1,30+ 0,16
As 12 18,0 £ 1,1 18,5+ 1,8
Cu 6 2,34+0,16 2,03+ 0,29
Cd 6 0,043 + 0,008 0,036 + 0,005
Ag 10 0,041 £ 0,013 0,037 £+ 0,008
Pb 4 0,065 + 0,007 0,065 + 0,008
Hgror 10 4,64 £0,26 4,60 + 0,45
Hgore 10 4,47 +0,32 439 0,46
TORT -2
Se 14 5,63 £ 0,67 5,43 +0,71
As 10 21,6 +1,8 212+1,0
Cu 10 106 + 10 98,0 £8,0
Cd 10 26,7+ 0,6 26,2 +0,6
Pb 8 0,35+0,13 0,36 + 0,02
Hgro 10 0,27 + 0,06 0,29 + 0,03
Hgore 10 0,152+0,13 0,145+ 0,022
DOLT -2
Ag 2 0,608 + 0,032 0,590 £ 0,013
Pb 2 0,22 + 0,02 0,20 + 0,09

* Reportados como média das determinagdes de cada elemento com um intervalo de confianga de

95%.
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Os resultados obtidos para a determinacdo de Se, As, Cu, Cd, Ag, ¢ Pb
utilizando GF-AAS demonstraram a boa exatidao do método analitico empregado.
Pois, as concentragdes destes elementos-traco (Se, As, Cu, Cd, Ag, e Pb)
encontradas nos CRMs apresentaram-se entre 83 e 103% da média dos valores
certificados e seus coeficientes de variacdo (desvio padrio/média) e para as
duplicatas das amostras esses valores foram menores do que 10% (Tabela 7).

Para as determinagdes de Hgro € Hgorg utilizando o método FI-CV-AAS, os
resultados obtidos para Hgro € Hgors demonstraram também, uma boa exatidao do
método analitico empregado. Diferenciando-se apenas nas concentragdes
encontradas para o Hgo,, que, em ambos os CRMs utilizados, foi comparada a
concentragdo de metilmercurio (MeHg) certificadas nestas amostras. Segundo
Kehrig et al. (2008), em amostras de tecido muscular, como o0 DORM-2, 100 %
do mercurio organico total (Hgor,) estd na forma de MeHg, cujo valor certificado
¢ 4,47 + 0,32 mg kg'. Enquanto, o valor certificado para MeHg no TORT-2 ¢
0,152 + 0,13 mg kg"'. A média dos resultados obtidos neste estudo para DORM-2
e TORT-2 corresponderam a 98 e 95% dos seus respectivos valores certificados
para MeHg. Os coeficientes de variacao (desvio padrao/média) para as duplicatas
das amostras foram menores do que 10% (Tabela 7).

Os limites de deteccao (L.D.) e quantificagdo (L.Q.), sob as condi¢des
otimizadas do método empregado, GF-AAS, foram estimados de acordo com as
definicdes da IUPAC (L.D. =3 s/m e L.Q. = 10 s/m, onde m ¢ a inclina¢do da
respectiva curva de calibragdo utilizada no método analitico e S € o desvio padrao
de pelo menos 10 replicatas do branco das amostras medidas nesta mesma curva).
Os valores de L.D. e L.Q. encontrados para cada elemento determinado por GF-
AAS foram, respectivamente: 0,62 ngAs L'e1,97 pngAs L';0,87 ngSe L'e2,77
ngSe L"'; 0,33 pgCu L'e 1,05 ngCu L'; 0,08 ngAg L'e 0,26 ngAg L"; 0,02
ngCd L'e 0,06 pgCd L' e; 3,80 pgPb L e 12,70 ugPb L. Estes valores
representam, para a determinagdo destes elementos-tragco utilizando-se
aproximadamente 0,1 de amostra seca (CRMs, figado e rins de cetadceos), um L.D.
e L.Q. de: 12,4 pgAs kg™ ¢ 39,4 pgAs kg™; 17,0 ngSe kg e 55,4 pugSe kg''; 6,6
ngCu kg™ e 21,0 pgCu kg'; 1,6 pgAg kg e 5,2 ngAg kg'; 0,4 pgCd kg™ e 1,2
ngCd kg™; 76 pgPb kg™ e 254 pgPb kg™, respectivamente.

62


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0420972/CB


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0420972/CB

Resultados e discussao

Os valores de L.D. e L.Q. encontrados para o mercurio total (Hgro) €
organico (Hgors) determinados por FI-CV-AAS foram, respectivamente: 0,10
ngHg L' e 0,34 pgHg L. Estes também foram estimados de acordo com as
defini¢des da ITUPAC. E, esses valores representam, para a determinacdo de Hg
em aproximadamente 0,05 g de amostra seca (CRM, figado e rins de cetaceos),
um L.D. e L.Q. de: 26 ngHg kg™ e 84,4 ngHg kg™, respectivamente.

E importante ressaltar, que todas as amostras de figado e rins analisadas
neste estudo apresentaram valores sempre superiores aos dos limites de detecgao e
quantificagdo encontrados para os métodos analiticos empregados na
determinacdo de cada elemento, assim como para o Hgor. Este fato indica, que
esses métodos possuem uma margem bastante confortdvel para se analisar

matrizes bioldgicas como as utilizadas neste trabalho.

5.2. Pontoporia blainvillei (Gervais & D’'Orbigny, 1844)
5.2.1. Concentragao dos elementos-trago nos 6rgéos

As concentracdes dos elementos-trago (em peso seco) encontradas no figado
e nos rins da P. blainvillei, assim como as concentragdes hepaticas e renais
encontradas para as outras espécies de cetdceos utilizadas neste estudo, sdo
apresentadas na Tabela 8.

Alguns dos elementos estudados, tais como o As, Se e Cu sdo essenciais,
onde as suas concentracdes sdo reguladas por processos fisioldgicos que mantém a
homeostase do organismo. Entretanto, os outros elementos estudados sao
classificados como ndo-essenciais, onde se espera que possa ocorrer uma grande
variagdo nas suas concentragdes nos diversos tecidos e orgdos dos mamiferos
marinhos. Estas concentracdes refletem principalmente, os niveis de exposi¢ao
ambiental e a preferéncia alimentar (Capelli et al., 2008). O caso do Se ¢ peculiar,
pois a0 mesmo tempo em que ¢ um micronutriente também ¢ conhecido por
apresentar grandes variagdes relacionadas as altas concentragdes de Hg (Nigro &

Leonzio, 1996; Scixas et al., 2008).
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Tabela 8. Concentracdes dos elementos essenciais e nao-essenciais (g g™ em peso seco) nos érgéos das espécies de cetaceos acidentalmente capturadas
ao longo da costa norte do Rio de Janeiro (SE) e Rio Grande do Sul (S).

Espécies de :
cetaceos Orgao Elementos Essenciais Elementos ndo-essenciais Regido
(N)*
Se As Cu Hg Hgorg Cd Pb Ag
Meé¢dia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meé¢dia + DP
(min. — max.) (min. — max.) (min. — max.) (min. — max.) (min. — max.) (min. — max.) (min. — max.) (min. — max.)
B (18) 3,24 + 2,00 1,10 £ 0,79 25,64 £41,28 2,64 +2,33 0,86 £ 0,69 0,55 +£0,97 0,67 = 0,45 0,60 £ 0,63 SE
(0,84 —9,05) 0,21 —2.75) (3,13 — 188,75) (0,66 — 4,38) 0,12-2,36) (0,001 —3,03) (0,15 — 1,60) (0,04 —2,06)
B (13) 11,06 + 13,77 1,69 + 0,58 17,13 £5,39 10,60 + 14,85 1,62 £ 1,14 1,53 £1,26 0,84 £ 0,25 2,12+2,74 S
(3,69 — 54,33) (1,02 - 3,02) (10,1 —25,95) (0,66 —9,65) (0,12 —2,36) (0,14 — 4,07) (0,44 —1,77) (0,25 - 10,60)
A (21) Ficad 20,70 £ 32,22 1,11 £0,58 26,48 £ 19,89 27,64 £ 24,98 3,25+1,95 0,39 + 0,37 1,55+ 0,75 1,00 + 1,34 SE
1gado (1,38 -115,32) (0,28 — 2,40) (13,44 — 83,77) (3,60 — 66,62) (0,86 — 8,50) (0,001 — 1,48) (0,74 —2,73) (0,11 -4,61)
C(Q2) 5,57 £ 1,40 0,92 + 0,47 19,14 + 1,84 8,61 £4,16 - 4,59 + 0,47 0,55+ 0,28 0,09 £0,03 SE
(4,58 — 6,56) (0,87 — 0,96) (17,84 — 20,44) (5,67 - 11,55) (4,25-4,92) (0,35-10,74) 0,07 -0,11)
C(2) 53,25 +44,01 1,02 +£ 0,34 3234+52 50,00 + 3,11 - 34,51 +41,37 21,96 + 1,84 1,51 £0,51 S
(22,13 — 84,37) (0,78 — 1,26) (28,30 — 36,39) (47,80 — 52,19) (5,26 — 63,76) (20,65 —23,26) (1,15 -1,88)
D (3) 91,83 £ 54,61 1,45+ 0,34 18,09 £2,11 110,54 + 36,93 - 70,83 + 85,80 29,93 £5,36 2,04 + 1,46 S
(30,41 — 134,88) (1,10—1,77) (15,68 — 19,58) (72,50 — 146,26) (6,04—168,13) (26,81 —36,12) (0,36 —2.,93)
B (18) 6,97 + 3,58 0,73 + 0,34 8,43 + 1,96 1,35+ 1,14 0,56 + 0,30 3,40 £ 5,28 0,59 + 0,45 - SE
Rins (1,54 -12,17) (0,28 — 1,35) (2,34-11,04) (0,45-5,11) (0,16 —0,76) (0,06 — 14,78) (0,07 - 1,69)
B (13) 8,77+ 1,84 1,47 £ 1,37 11,01 + 1,57 1,69 + 1,42 0,73 = 0,47 5,47 +5,33 0,92 +£0,32 - S
(6,56 —74,77) (0,66 — 5,86) (8,95 — 13,15) (0,62 — 4,70) 0,31-1,82) (0,70 —19,57) (0,50 — 1,45)

(A= Sotalia guianensis; B= Pontoporia blainvillei; C= Stenella frontalis; D= Stenella coeruleoalba).

N — ntimero de individuos.
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Neste estudo, observou-se que se levando em consideragdo todos os
individuos de P. blainvillei coletados (N=31) nas areas tropical (SE) e subtropical
(S), as concentragdes hepaticas dos elementos Se (6,52 = 9,67 ug g p.s.) e As
(1,36 £ 0,76 pg g p.s.) ndo foram significativamente diferentes (p > 0,05) das
encontradas nos rins (7,83 + 2,97 pgSe g p.s. e 1,13 + 1,08 pgAs g™’ p.s.) (Seixas
et al., 2007a). A concentragao de Cu no figado da P. blainvillei (22,07 + 31,55 ug
g” p.s.) foi cerca de duas vezes maior do que a concentragdo renal (9,67 + 2,19
ngCu g p.s.). Este mesmo fato foi observado para esta mesma espécie de ceticeo
proveniente da costa sudeste brasileira (Lailson-Brito et al., 2002) e também da
costa argentina (Marcovecchio et al., 1994; Gerpe et al., 2002).

De acordo com Kubota et al. (2002), o figado dos mamiferos marinhos
desempenha um importante papel no metabolismo do As, sugerindo ser este o
orgdo preferencial de acumulagdo de As. Porém, neste estudo os resultados
encontrados sugerem que ndo ha uma diferenca significativa no padrao de
acumulacdo do As entre os oOrgdos da P. blainvillei. Informagdes sobre as
concentracoes de As nos tecidos da franciscana sdo ainda muito limitadas na
literatura, onde poucos trabalhos reportaram suas concentragdes hepaticas (Kunito
et al., 2004; Seixas et al., 2007a) e renais (Seixas et al., 2007a).

Com relacao as concentragdes dos elementos ndo-essenciais, a concentragao
de Hg no figado (5,98 + 10,37 pg g p.s.) foi cerca de quatro vezes maior do que
a encontrada nos rins (1,52 + 1,27 ngHg g™’ p.s.). De acordo com a literatura, o Hg
acumula-se preferencialmente no figado de mamiferos marinhos (Thompson,
1990; Law, 1996) devido provavelmente, ao papel desempenhado por este 6rgao
em termos de bio-transformag¢do dos poluentes, metabolizacdo de elementos
essenciais e nutrientes assim como, a remocao de alguns elementos ndo-essenciais
e toxinas da corrente sanguinea (Frodello et al., 2000). Este padrao de acumulagio
de Hg também foi observado em estudos anteriores realizados com as franciscanas
coletadas na costa da Argentina (Marcovecchio et al., 1994; Gerpe et al., 2002) e
do Brasil (Lailson-Brito et al., 2002; Kunito et al., 2004; Seixas et al., 2007a;
2008).

A concentragdo hepatica de Hgor (1,18 £ 0,97 pg g p.s.) foi cerca de duas
vezes maior do que a encontrada nos rins (0,66 + 0,40 pgHgor, g p.s.), seguindo
portanto, o mesmo padrdo de acumulagdo que o mercario total. Este

comportamento foi observado também, no estudo anterior realizado com
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franciscanas coletadas na costa dos estados de Sdo Paulo e Parand (Kunito et al.,
2004).

No presente estudo observou-se uma diminuicao significativa (p < 0,05) da
%Hgore em relacdo a concentracdo de mercurio total no figado dos individuos de
franciscana, quando sdo levados em consideracdo todos os individuos de P.
blainvillei coletados (N=31) nas areas tropical (SE) e subtropical (S), como
mostra a Figura 17. Uma diminui¢do da %Hgo,, em relagdo a concentragdo de
mercurio total foi observada também, nos rins da franciscana, entretanto, esta ndo

foi significativa (p > 0,05) (Figura 18).
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Figura 17. Relagdo da % Hgoy com a concentracdo de mercdrio total no figado da

Pontoporia blainvillei.
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Figura 18. Relagdo da % Hgoy com a concentracdo de mercurio total nos rins da

Pontoporia blainvillei.
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A concentra¢io de Cd no figado (0,96 + 1,19 pg g™ p.s.) foi cerca de cinco
vezes menor do que a encontrada nos rins (4,40 + 5,31 pgCd g™’ p.s.). A literatura
reporta que o Cd acumula-se preferencialmente nos rins de mamiferos marinhos
(Thompson, 1990; Law, 1996), como foi observado anteriormente no estudo com
as franciscanas coletadas na costa da Argentina (Marcovecchio et al., 1994; Gerpe
et al., 2002) e do Brasil (Lailson-Brito et al., 2002; Dorneles et al., 2007; Seixas et
al., 2007a; 2008). O fato de os rins serem o principal 6rgdo para a acumulacdo do
Cd, provavelmente, esta ligado as fungdes de filtragdo e eliminacdo deste 6rgao e
também, a forte ligacdo do Cd com as metalotioneinas presentes nos rins (Monaci
et al., 1998; Das et al., 2000).

As metalotioneinas (MTs) sdo proteinas importantes na destoxificacdo de
elementos ndo-essenciais (tais como o Cd e o Hg) em o6rgdos de diferentes
espécies de animais, tais como os moluscos e mamiferos (Kégi, 1991; Dalling et
al., 1997; Das et al., 2002, 2006). No entanto, as MTs s3o induzidas por varios
estimulos fisiologicos e toxicologicos, como por exemplo, os metais pesados.
Entretanto, as MTs parecem desempenhar um menor papel na destoxificacdo do
Hg nos mamiferos marinhos (Das et al., 2000, 2002, 2006), uma vez que a
percentagem de Hg ligado a MTs no figado e rins (- 10%) ¢ muito baixa com
relacdo a sua ligacdo com o Cd (= 100 %) (Dalling et al., 1997; Das et al., 2000,
2002).

A acumulagdo do elemento nao-essencial Ag ainda ¢ pouco estudada nos
tecidos dos cetaceos (Becker et al., 1995; Woshner et al., 2001; Kunito et al.,
2004; Dehn et al., 2006), quando comparada aos demais elementos-traco. O seu
estudo ¢ importante uma vez que ele ¢ um elemento exdgeno e nocivo a saude dos
mamiferos marinhos. A prata interage com o selénio das selenoproteinas
existentes no organismo dos mamiferos marinhos, diferentemente das demais
interacoes observadas bioquimicamente entre o selénio e outros metais de
transi¢dao, como o Cd e o Hg (Sasakura & Suzuki, 1998). Neste caso, a prata pode
induzir sintomas de deficiéncia de selénio no organismo dos mamiferos marinhos
(Becker et al., 1995). No presente estudo, este elemento (Ag) foi determinado
somente no figado dos individuos de P. blainvillei, uma vez que este orgdo é
conhecido como 6rgao alvo para a acumulacdo de Ag além de desempenhar um

importante papel na destoxificacdo de elementos exdgenos. A concentracdao
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hepatica de Ag (1,26 + 1,98 ug g p.s.) encontrada na franciscana foi da mesma
ordem de magnitude daquelas reportadas na literatura (Kunito et al., 2004).

A concentragio de Pb no figado (0,74 + 0,38 pg g' p.s.) de todos os
individuos de P. blainvillei (N=31) coletados nas duas areas de estudo, ndo foi
significativamente diferente (p > 0,05) daquela encontrada nos rins (0,75 £+ 0,42
ugPb g p.s.). Este fato indica que provavelmente ndo ha diferenca no padrio de
acumulacdo de Pb entre os oOrgdos desta espécie. Informacdes sobre as
concentragdes de Pb nos tecidos da franciscana sdo limitadas na literatura, em que
somente dados a respeito de sua acumulagdo hepatica nesta espécie de golfinho
costeiro foram reportadas (Kunito et al., 2004). De acordo com a literatura,
quando comparado a outros metais, como o Cd e o Hg, o Pb presente nas aguas
marinhas ndo ¢ considerado tdo toxico para os organismos que ali vivem. A dieta
alimentar ¢ considerada a principal via de exposi¢do dos organismos marinhos ao
Pb (Kennish, 1997).

Foi observado que mamiferos marinhos, Arctocephalus gazella — Antarctic
fur seal, que vivem em 4guas ocednicas de 4reas altamente remotas, como a
Antértica, apresentaram concentragdo de cerca de 0,1 pg Pb g’ p.s. em seus
tecidos, demonstrando assim, a importancia do transporte atmosférico do Pb na
sua distribui¢ao global (Kennish, 1997).

Estudos constataram que os tecidos 0sseos e os dentes dos mamiferos
marinhos (Eisler, 1988) e aves marinhas (Nam et al., 2005) sdo os principais
tecidos para a acumulagdo deste elemento. Como por exemplo, foi observado que
os ledes-marinhos da California (Zalophus californianus) apresentaram
concentragdes de Pb em seus tecidos Osseos cerca de 52 vezes maiores do que
aquelas encontradas em seu tecido muscular e gordura (Kennish, 1997). Este
padrio de acumulagdo ocorre devido ao fato do Pb (Pb>") interagir com o
metabolismo do calcio (Ca®") nestes tecidos dos mamiferos marinhos (Nam et al.,

2005).
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5.2.2. O efeito de parametros bioldégicos (comprimento total, sexo e
maturidade sexual) sobre a acumulagéo dos elementos-trago

Neste estudo, ndo foi observada uma diferenca significativa entre os
comprimentos totais dos individuos de ambas as popula¢des de P. blainvillei
(Kruskal-Wallis - ANOVA, p > 0,05), sugerindo entdo que estas formam grupos
equilibrados, sendo portanto possivel comparar as concentragdes dos elementos-
traco (essenciais e ndo-essenciais) entre as diferentes areas de estudo (Monaci et
al., 1998).

O fato de os individuos de P. blainvillei (franciscana) coletados em ambas
as regides apresentarem comprimentos totais semelhantes, ndo indica,
necessariamente, que possuam a mesma idade. Geralmente, individuos da costa
sudeste brasileira (SE) sdao mais velhos do que aqueles de mesmo tamanho da
costa sul brasileira (S). Isso acontece porque franciscanas da costa do estado do
Rio de Janeiro atingem seu comprimento assintdtico quando estdo com
aproximadamente 2 anos de idade e 115 cm (machos) ou 3 anos de idade e 130
cm (fémeas) (Di Beneditto & Ramos, 2001). Enquanto os individuos de
franciscana da costa do estado do Rio Grande do Sul, atingem seu comprimento
assintotico quando estdo com 4 anos de idade e cerca de 130 cm (machos) ou 6
anos de idade e 146-152 cm de comprimento (fémeas) (Barrreto & Rosas, 2006).
Estas diferengas ndo exibem apenas uma tendéncia apenas geografica, uma vez
que individuos de franciscana de regides intermedidrias da costa brasileira (como
por exemplo, dos estados de Santa Catarina, Parana e Sdo Paulo) sdo menores do
que aqueles tanto da costa do Rio Grande do Sul quanto do Rio de Janeiro (Secchi
et al., 2003). Estudos genéticos indicam fortes diferencas entre os individuos das
duas areas de coleta (Secchi et al., 1998; Ott, 2002; Lazaro et al., 2004).

Neste estudo, foi possivel verificar qual a relagdo entre a idade e o
comprimento total (L, cm) somente para os individuos de P. blainvillei capturados
na costa sul brasileira (S). Pois, somente as idades destes individuos foram
estimadas e fornecidas pelo Dr. Eduardo R. Secchi do Laboratorio de Tartarugas e
Mamiferos Marinhos, do Departamento de Oceanografia e do Museu
Oceanografico “Professor E.C. Rios” da FURG. Foi observada uma correlagio

significativa (p < 0,05) entre entre a idade e o comprimento total (L, cm) dos
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individuos de P. blainvillei capturados na costa do estado do Rio Grande do Sul

(S), como mostra a Figura 19.

Idade = - 8,10 + 0,09 * L
R=10,59; p = 0,03

Idade (anos)

90 100 110 120 130 140 150 160
L (cm)

Figura 19. Relacdo entre a idade e o comprimento total — L (cm) dos individuos de

Pontoporia blainvillei provenientes da costa do Rio Grande do Sul (S).

Segundo Danilewicz (2000), as idades podem ser estimadas a partir da
contagem do nimero de grupo de linhas de crescimento (“Growth Layer Groups”
ou GLGs, terminologia proposta pela IWC, 1980) presentes nas camadas de
dentina e cemento dos dentes. No caso da P. blainvillei, estas GLGs
provavelmente s3o depositadas anualmente (Kasuya & Brownell, 1979; Pinedo,
1994; Pinedo & Hohn, 2000). Portanto, o nimero de GLGs foi considerado aqui
como correspondente a idade em anos.

Nao foi observada diferenca significativa (Kruskal-Wallis - ANOVA, p >
0,05) entre as concentracdes dos elementos-trago (essenciais e ndo-essenciais) nos
orgdos (figado e rins) encontrados nas fémeas e nos machos de ambas as
populagdes de P. blainvillei separadamente. Porém deve-se levar em conta que a

maioria dos individuos utilizados neste estudo (22 de um total de 31) era jovem.
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De acordo com O’Shea (1999), os mamiferos marinhos geralmente, nao
apresentam diferencas significativas no padrdo de acumulagdo de elementos-trago
entre os sexos. Este padrdo também foi observado em estudos anteriores
realizados com franciscanas da costa sul e sudeste brasileira (Lailson-Brito et al.,
2002; Kunito et al., 2004; Seixas et al., 2007a, 2008) e da costa Argentina (Gerpe
et al., 2002).

5.2.2.1. Elementos essenciais (Se, As e Cu)

A analise dos dados das duas populagoes de P. blainvillei mostrou que
dentre os elementos essenciais estudados, somente a concentragdo de Se em
ambos os orgdos dos individuos provenientes do norte do estado do Rio de Janeiro
(SE) apresentou correlacao significativa com o comprimento total (L) (Figura 20a,
b). Enquanto, os individuos provenientes do Rio Grande do Sul (S), ndo
apresentaram correlacdo entre as concentragdes dos elementos essenciais (Se, As e
Cu) em ambos os 6rgdos e o comprimento total (Figura 20c, d). As linhas de
tendéncias sO6 foram tracadas nas figuras 20a e 20b, onde foram obtidas
correlacdes significativas.

A maturagdo sexual parece influenciar na acumulacdo de Se em ambos os
orgaos dos individuos de franciscana coletados nas areas de estudo. Os individuos
maduros apresentaram concentracdes de Se maiores do que os individuos
sexualmente imaturos tanto no figado quanto nos rins. Entretanto, este fato nao foi
observado para o arsénio, em que os individuos maduros e imaturos nao
apresentaram diferenca na concentragdo de As tanto no figado quanto nos rins dos
individuos de ambas as populacdes. Enquanto, os individuos imaturos
apresentaram maiores concentragdes hepaticas de Cu do que os individuos
maduros provenientes das duas regides de coleta. Esse comportamento ndo foi
observado para as concentracdes renais de Cu em individuos de ambas as
populagdes, uma vez que ndo houve uma diferenga no padrdo de acumulagdo

deste elemento entre individuos imaturos € maduros.
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a Figado (SE) b
[Se] =-3,09 + 0,06 * L; R=0,58; p=0,01
[As] =-0,03 +0,02* L; R=0,26; p =0,31
[Cul =127,84-0,97 * L; R =-0,45; p = 0,06
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Figura 20. Relacdo entre as concentracdes dos elementos

Pontoporia blainvillei e o comprimento total — L (cm).
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Na literatura cientifica, a relagdo entre o comprimento total e a concentracao

de Se nos tecidos da franciscana ainda ¢ escasso. Poucos estudos reportaram que

ocorre um aumento nas concentracdes hepaticas (Kunito et al., 2004; Seixas et al.,

2007a, 2008) e renais (Seixas et al., 2007a, 2008) de Se em func¢do do aumento do

comprimento total dos individuos de P. blainvillei. Ainda sdo mais escassas na

literatura, as informagdes sobre a acumula¢do de As no figado (Kunito et al.,

2004; Seixas et al., 2007a) e rins (Seixas et al., 2007a) em fun¢do do comprimento

total desta espécie em particular. Kubota et al. (2001) reportaram que ainda nao

esta claro como se comporta o padrao de bioacumulagdo de As nos tecidos dos
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mamiferos marinhos em fung¢do do seu crescimento ao longo do tempo. Somente
algumas espécies de cetaceos (tais como o boto-do-porto, Phocoena phocoena) e
pinipedes (tais como a foca-de-Baikal, Phoca sibirica; a foca-de-bandas, Phoca
fasciata e o ledo-marinho-de-Steller, Eumetopias jubatus) apresentaram
correlacdo significativa entre a concentracao hepatica de As e a idade (Kubota et
al., 2001). Este fato pode estar relacionado a uma maior taxa de incorporacao do
que a de excre¢do de As por esses organismos, o que conduz ao aumento da
concentragdo deste elemento com o comprimento total (ou idade) do individuo
(Kubota et al., 2001). Porém, este comportamento nao foi observado em estudos
anteriores realizados com franciscanas da costa brasileira (Kunito et al., 2004;
Seixas et al., 2007a).

Embora ndo tenha sido observada para a franciscana uma correlagdo
significativa entre a concentracdo hepatica de Cu e o comprimento total dos
individuos, estudos anteriores realizados com outras espécies de mamiferos
marinhos do Hemisfério Norte (Woshner et al., 2001; Endo et al., 2007) e Sul
(Lavery et al., 2008), observaram a tendéncia desta concentra¢do diminuir com o
comprimento total dos mamiferos marinhos. De acordo com Woshner et al.
(2001), o declinio das concentragdes de Cu nos tecidos dos mamiferos marinhos
com a idade pode ser resultado da perda de Cu ao longo do tempo; como por
exemplo, a dilui¢do dessas concentracdes com o aumento da massa muscular com
a idade (comprimento total) ou at¢é mesmo a diminui¢do dos niveis de
requerimento de Cu para a realizacdo de atividades metabolicas do organismo dos
cetaceos marinhos. Este fato pode entdo, explicar porque no presente estudo, as
menores concentragdes hepaticas de Cu foram observadas nos individuos
sexualmente maduros, ou adultos, com maiores comprimentos de ambas as

populagdes.

5.2.2.2. Elementos ndo-essenciais (Hg, Cd, Ag e Pb)

Neste estudo, o efeito do comprimento total sobre a acumulag¢do dos
elementos nao-essenciais (Hg, Cd, Ag e Pb) também foi investigado. A analise

dos dados das duas populagdoes de P. blainvillei mostrou que dentre estes
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elementos, somente as concentracdes hepaticas de Hg e Cd apresentaram
correlagdes significativas com os comprimentos totais (L) dos individuos do norte
do estado do Rio de Janeiro (SE) (Figura 21a). Entretanto, os individuos do Rio
Grande do Sul (S) apresentaram uma correlacdo significativa somente entre as
concentracdes hepaticas de merctrio organico (Hgors) € 0 comprimento total
(Figura 21¢). Com relagdo as concentragdes renais dos elementos nao-essenciais
estudados, somente o Cd apresentou correlagdo significativa com o comprimento
total (L) dos individuos do Rio de Janeiro (SE) (Figura 21b). Foram observadas
correlagdes significativas entre as concentragdes renais de Hg e Hgor, € 0
comprimento total dos individuos do Rio Grande do Sul (S) (Figura 21d). As
linhas de tendéncias so6 foram tragadas nas figuras onde foram obtidas correlagdes
significativas.

A maturacdo sexual parece influenciar na acumulagdo de Hg, Cd e Ag em
ambos os orgdos das duas populacdes de franciscana estudadas. Os individuos
maduros apresentaram as maiores concentragdes destes elementos tanto no figado
quanto nos rins, quando comparados com os individuos sexualmente imaturos. A
maturidade sexual parece ndo influenciar a acumulagdo de Pb tanto no figado
quanto nos rins dos individuos de ambas as populagdes de P. blainvillei. Este
padrao foi observado também, em estudos anteriores com franciscanas da costa
brasileira (Kunito et al., 2004; Seixas et al., 2008).

No presente estudo observou-se que a percentagem de mercurio organico
em relagdo ao mercurio total (% Hgorg) no figado dos individuos do Rio Grande
do Sul (S) apresentou uma diminuicao significativa com relacdo ao comprimento
total (L) dos mesmos (Figura 22). Os individuos maduros apresentaram as
menores % Hgor, que variaram de 5 a 30 % e os individuos imaturos
apresentaram a % Hgor,, variando de 11 a 82 %. As baixas % Hgor, encontradas
nos individuos maduros sugerem que estes apresentam processos mais eficientes
de desmetilagdo/eliminagdo das formas mais toxicas de mercurio nestes 0rgaos.
As linhas de tendéncias s6 foram tragadas nas figuras onde foram obtidas

correlacdes significativas.
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Figura 21. Relacéo entre as concentragcdes dos elementos nao-essenciais nos 6rgéos da
Pontoporia blainvillei e o comprimento total — L (cm).

As relagdes entre o comprimento total e as concentragdes de Hg e Cd no
figado e rins de diferentes espécies de mamiferos marinhos tém sido amplamente
estudadas (Leonzio et al., 1992; Caurant et al., 1994; Dietz et al., 1996; Monaci et
al., 1998; O’Shea, 1999; Gerpe et al., 2002; Lailson-Brito et al., 2002; Szefer et
al., 2002; Monteiro-Neto et al., 2003; Ikemoto et al., 2004; Kunito et al., 2004;
Endo et al., 2006, 2007; Seixas et al., 2007a, 2008). Segundo Ikemoto et al.
(2004) os mamiferos marinhos apresentam um aumento nas concentragdes
hepaticas de Hg e Cd com a idade, uma vez que esses animais t€ém um tempo de
vida mais longo e estes elementos possuem um tempo de meia vida biologico

grande.
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Figura 22. Relacao entre as propor¢Bes de mercurio organico em relacdo ao mercurio

total (% Hgorg) NOs Orgéos da Pontoporia blainvillei e o comprimento total — L (cm).

Estudos anteriores realizados com a franciscana, que habita a costa oeste do

Atlantico Sul também, mostraram a existéncia de uma correlagio significativa

entre as concentracdes hepaticas de Hg e Cd (Marcovecchio et al., 1994; Gerpe et

al., 2002; Lailson-Brito et al., 2002; Kunito et al., 2004; Seixas et al., 2007a,

2008) e o comprimento total dos individuos. Esta espécie também apresentou

correlacdo significativa entre as concentracdes renais destes elementos e o

comprimento total (Seixas et al., 2007a, 2008). Somente Kunito et al. (2004) e

Seixas et al. (2008) reportaram que as concentragdes de Hgor, aumentaram com o

comprimento das franciscanas da costa brasileira.
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Na literatura cientifica, as relagcdes entre o comprimento total e as
concentragdes de Pb nos tecidos da franciscana ainda s3o escassos e, somente
Kunito et al. (2004) reportaram esses dados anteriormente, em que nao foi
observado um aumento significativo nas concentra¢des hepdaticas de Pb com o
comprimento total desta espécie. Entretanto, nenhuma informacao estd disponivel
na literatura com relagdo as correlagdes entre as concentragdes renais de Pb ¢ o
comprimento total ou idade desta espécie de golfinho costeiro.

Embora n3o tenha sido observada uma correlagdo significativa entre as
concentragdes hepaticas de Ag e o comprimento total dos individuos de P.
blainvillei de ambas as areas de coleta deste estudo, Kunito et al. (2004)
observaram um aumento significativo (p < 0,05) entre as concentracdes de Ag no
figado e a idade das franciscanas coletadas em uma area proxima mas distinta & do
presente estudo.

De acordo com Kunito et al. (2004), a meia-vida bioldgica ¢ maior para
alguns elementos-trago, tais como o Hg, Cd e a Ag, que possuem alta afinidade
com os radicais sulfidrilicos existentes nas proteinas (SH), ocasionando assim um
aumento na concentragdo destes elementos com a idade e/ou comprimento total, e

consequentemente com a maturagdo sexual dos mamiferos marinhos.

5.2.2.3. Elementos x idade

A influéncia da idade dos cetaceos sobre a acumulagdo dos elementos-traco
e Hgor, nos tecidos destes organismos foi verificada somente na espécie
Pontoporia blainvillei oriunda do Rio Grande do Sul (S). Isto se deve ao fato de
que somente as idades destes individuos sdo conhecidas.

Como a concentragdo de alguns elementos nos tecidos dos individuos de P.
blainvillei capturado no Rio Grande do Sul (S) apresentou uma correlagdo
significativa com o comprimento total dos individuos e também, o comprimento
total destes individuos apresentou uma correlagdo significativa com a idade dos
mesmos (Figura 19), pode-se entdo verificar como a idade influi na concentragao

dos elementos nos tecidos dos individuos estudados (Figuras 23 e 24).

77


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0420972/CB


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0420972/CB

Resultados e discussao

60,0

—50,0

S
o
o

w
o
o

f

[Hg] hepatico (mg kg p.s
N
(=]
o

=
o
[=)

o
o

60,0

50,0

40,0

w
o
[=)

Al

[Se] hepatico (mg kg' p.s.)

12,0

)
5
o

Al

8,0

6,0

4,0

[Ag] hepatico (mg kg p.s.

2,0

0,0

14

[Pb] hepatico (mg kg p.s.)

Figura 23. Variacdo das concentragfes hepaticas dos elementos com a idade da P. blainvillei (S).

1111112223468
idade (anos)

1111112223468
idade (anos)

1111112223468
idade (anos)

1111112223468
idade (anos)

100

80

HgorgHg hepética (%)

4,5
4,0
35
3,0
2,5
2,0

15

[Cd] hepatico (mg kg p.s.)

1,0
0,5
0,0

28,0

24,0

B N
o o
[=) =)

[Cu] hepatico (mg kg p.s.)

4,0

0,0

3.2
2,8
2,4
2,0
16
1,2

0,8

[As] hepatico (mg kg ' p.s.)

E

0,4

0,0

111111222346 8
idade (anos)

111111222 346¢638
idade (anos)

1111112223 46 8
idade (anos)

1111112223 4¢6 8
idade (anos)

78


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0420972/CB


PUC-Rio - Certificacéo Digital N° 0420972/CB

Resultados e discussao

5,0 100

4,0

3,0

2,0

[Hg] renal (mg kg p.s.)
Hgorg/Hg renal (%)

1,0

0,0

idade (anos) idade (anos)

20,0

=
o
[=)

=
»
[=}

o
[=]

[Cd] renal (mg kg p.s.)

>
=}

0,0
1111112223 4¢6 8

idade (anos) c

Figura 24. Variagéo das concentra¢des renais de Hg e Cd e a % Hgoq com a idade da
Pontoporia blainvillei (S).

A partir da observagdo da Figura 23 pode-se sugerir que a idade dos
individuos de P. blainvillei, provenientes da costa do Rio Grande do Sul (S),
influencia fortemente na acumulagdo hepatica de Hg, Se, Ag e Cd. Pode-se
observar também, que a idade influencia na acumulacao renal de Hg e Cd. Porém,
deve-se levar em conta que individuos de numa determinada faixa etaria, nem
sempre possuem comprimentos totais semelhantes ou sdo do mesmo sexo; além
de haver as diferencas metabolicas individuais entre os individuos.

Observando-se as Figuras 23a e 23b, nota-se que o processo de
desmetilagdo das espécies de merctrio organico no figado da franciscana pode
estar ocorrendo, uma vez que os individuos mais velhos e que possuem as maiores
concentragdes hepaticas de Hg e Hgor, apresentaram as menores relagdes

percentuais entre o Hgor, € Hg (%Hgor,). As Figuras 24a e 24b mostram que este

0
111111222346 8 1111112223 4¢6 8
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processo também pode estar ocorrendo, de forma menos pronunciada, nos rins

desta espécie de cetaceo.

5.2.3. Comparacdo com outras regides costeiras da América do Sul

Neste estudo, as concentragdes dos elementos-trago encontradas no figado
dos individuos de P. blainvillei acidentalmente capturados ao longo da costa norte
do Rio de Janeiro (SE) e Rio Grande do Sul (S), foram da mesma ordem de
magnitude daquelas encontradas em estudos anteriores realizados com esta
espécie de cetdceo proveniente da costa brasileira e argentina (Tabela 9). As
concentragdes hepaticas de alguns elementos (tais como, Se e Hg) foram
geralmente menores do que aquelas encontradas no figado de outras espécies de
cetaceos (Sotalia guianensis; Stenella frontalis; Stenella coeruleoalba) de
diferentes regides costeiras da América do Sul (Tablela 9).

Entretanto, ¢ muito dificil se comparar dados entre espécies de cetaceos que
apresentam diferentes habitos alimentares, tempo de vida e que habitam diferentes
regides. Neste caso, ¢ melhor realizar a comparacdo entre individuos que
pertencam a mesma espécie € que apresentem também, tempo de vida
semelhantes. Pois, como exposto anteriormente, o tempo de vida parece ser um
importante fator influenciador na acumulacdo dos elementos-trago nos oOrgaos
internos da P. blainvillei.

A comparacao dos dados obtidos neste estudo com aqueles reportados na
literatura ¢ de grande importancia e necessidade, pois, o numero de estudos sobre
a acumulacdo de uma série de elementos em tecidos de cetdceos marinhos
oriundos da costa da América do Sul, ainda ¢é escasso (como mostra a Tabela 9) e
geralmente, nestes estudos foram empregados um numero pequeno de individuos.
Além do mais, nos estudos com os mamiferos marinhos, varios fatores t€ém que
ser levados em consideracdo quando se comparam individuos da mesma espécie,
tais como: sexo, preferéncia alimentar, tempo de vida, local de coleta e método de

analise (Capelli et al., 2008).
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Tabela 9. Comparacéo das concentracdes dos elementos essenciais e ndo-essenciais (1g g™) no figado de cetaceos da costa da América do Sul.
Espécies de
cetaceos Elementos Essenciais Elementos ndo-essenciais Localizagédo Referéncia
(N)*
Se As Cu Hg Hgorq Cd Pb Ag
Média = DP Média + DP Meé¢dia + DP Média + DP Média + DP Meé¢dia + DP Meédia + DP Meédia + DP
(min. — max.) (min. — max.) (min. — max.) (min. — max.) (min. — max.) (min. — max.) (min. — max.) (min. — max.)
A (21) 20,70 = 32,22 1,11 + 0,58 26,48 = 19,89 27,64 + 24,98 3,25 +1,95 0,39 £0,37 1,55+ 0,75 1,00 £ 1,34 Sudeste do Este estudo
(1,38 - 115,32) (0,28-2,40) (13,44 —83,77) (3,60 — 66,62) (0,86 — 8,50) (0,001 — 1,48) (0,74 -2,73) (0,11 - 4,61) Brasil
A (11) - - - 4,62 + 8,73 - 0,22 +£0,38 0,11 + 0,02 - Nordeste do 1
(0,10 —29,51) (0,01 —1,32) 0,10-0,12) Brasil
A (15) 34,0 - - 25,4 - - - - Sul do Brasil 2
(1,98 — 247,19) (7,26 — 90,7)
A (20) 38,00 = 49,00 0,83 £ 0,32 157,0 + 436,0 77,0 = 107,0 38439 0,65 + 0,75 0,07 + 0,05 1,90 = 1,30 Sul do Brasil 3
(3,00 — 170,0) (0,27 — 1,60) (14,5 — 1970,0) (1,5 — 380,0) (0,44 — 15,0) (0,009 — 2,19) (0,02 — 0,20) (0,28 — 4,90)
B (18) 3,24 £2,00 1,10+ 0,79 25,64 41,28 2,64 £2,33 0,86 = 0,69 0,55+ 0,97 0,67 £ 0,45 0,60 £ 0,63 Sudeste do Este estudo
(0,84 —9,05) (0,21-2,75)  (3,13-188,75) (0,66 — 4,38) (0,12 - 2,36) (0,001 - 3,03) (0,15 - 1,60) (0,04 — 2,06) Brasil
B (13) 11,06 £ 13,77 1,69 + 0,58 17,13 £ 5,39 10,60 + 14,85 162+1,14 1,53 +1,26 0,84 £ 0,25 2,12+ 2,74 Sul do Brazil Este estudo
(3,69 — 54,33) (1,02 -3,02) (10,1 - 25,95) (0,66 — 9,65) (0,12 — 2,36) (0,14 - 4,07) (0,44 -1,77) (0,25 - 10,60)
B (7) = = 52,80 + 10,89 (12,67 - 5,33) = 10,89 + 4,62 = = Costa 4
Argentina
B (18) - - 62,71 - - 7,49 - - Costa 5
Argentina
B (17) = = (13,20 — 69,31) (3,0-24,4) = (=0,0 — 2,08) - - Sudeste do 6
Brasil
B (23) 9,10 + 5,50 1,20 £ 0,40 44,50 + 89,00 - = 0,40 + 0,78 0,03 + 0,02 2,40 +4,10 Sul do Brasil 3
(3,50 — 30,00) (0,14 —2,40) (14,7 — 446,0) (0,004 — 3,87) (0,007 — 0,070) (0,28 —20,0)
C (2 5,57 £ 1,40 0,92 +£ 0,47 19,14 £ 1,84 8,61+ 4,16 - 4,59 + 0,47 0,55+ 0,28 0,09 £ 0,03 Sudeste do Este estudo
(4,58 - 6,56) (0,87 - 0,96) (17,84 = 20,44) (5,67 — 11,55) (4,25 -4,92) (0,35 -0,74) (0,07 -0,11) Brasil
C (2 53,25 £ 44,01 1,02 £ 0,34 32,34 £5,2 50,00 £ 3,11 - 34,51 £ 41,37 21,96 £1,84 1,51 £ 0,51 Sul do Brasil ~ Este estudo
(22,13 - 84,37) (0,78—1,26)  (28,30—36,39)  (47,80-52,19) (5,26 — 63,76) (20,65-23,26)  (1,15-1,88)
C(2) 79,0 0,70 40,6 140,0 10,0 30,9 2,58 1,5 Sul do Brasil 3
(27,0 — 130,0) (0,68 —0,71) (33,3 -47,9) (39— 230) (5,9-15,0) (5,89 — 56,0) (0,037 -5,12) (0,73 — 2,20)
D (3) 91,83 £ 54,61 1,45+ 0,34 18,09 £ 2,11 110,54 + 36,93 - 70,83 * 85,80 29,93 = 5,36 2,04 £1,46 Sul do Brasil ~ Este estudo
(30,41 — 134,88) (1,10-1,77)  (15,68-19,58) (72,50 — 146,26) (6,04 — 168,13) (26,81-36,12) (0,36 —2,93)
D (1) 190,0 1,2 33,4 290 3,6 7,83 0,74 3,2 Sul do Brasil 3

(A= Sotalia guianensis; B= Pontoporia blainvillei; C= Stenella frontalis; D= Stenella coeruleoalba).

As concentragdes em peso umido foram convertidas em peso seco assumindo-se uma porcentagem de umidade de 69,7 (Yang e Miyazaki, 2003).

N — nimero de individuos. Referéncias: 1- Monteriro-Neto et al. (2003); 2- Kehrig et al.(2004); 3- Kunito et al. (2004); 4- Marcovecchio et al. (1994); 5- Gerpe et al. (2002); 6-
Lailson-Brito et al. (2002).
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5.3. Sotalia guianensis (van Bénéden, 1862)

5.3.1. O efeito de parametros biolégicos (comprimento total, sexo e
maturidade sexual) sobre a acumulacdo hepatica dos elementos-
traco

A outra espécie de golfinho de hébito costeiro investigada neste estudo foi a
Sotalia guianensis. Neste sub-item desta tese s6 serdo apresentados dados das
concentragdes hepaticas desta espécie, pois somente o figado foi analisado. Nao
foi realizada uma comparagdo entre as regides, como foi feito com a P. blainvillei,
pois a S. guianensis nio ¢ encontrada na costa do Rio Grande do Sul.

Neste estudo, assim como o observado para os individuos das duas
populagdes de P. blainvillei, ndo foi observada diferenga significativa (Kruskal-
Wallis - ANOVA, p > 0,05) na acumulacdo hepatica dos elementos-trago
(essenciais e ndo-essenciais) entre os sexos dos individuos de S. guianensis
provenientes da costa do Rio de Janeiro. Normalmente, os mamiferos marinhos
ndo apresentam diferengas entre os sexos na acumulagdo de elementos-trago
(O’Shea, 1999), como reportado em estudos anteriores com S. guianensis
coletadas em diferentes areas costeiras do Brasil (Monteiro-Neto et al., 2003;
Kunito et al., 2004).

A analise dos dados dos individuos de S. guianensis, provenientes da costa
norte do Rio de Janeiro (SE), mostrou que dentre os elementos essenciais
estudados, somente a concentracdo hepatica de Se apresentou correlagdo
significativa e positiva com os comprimentos totais (L) dos individuos analisados
(Figura 25). Enquanto, a concentragdao de Cu no figado destes mesmos individuos
apresentou uma correlacdo significativa e negativa com o seu comprimento total
(Figura 25). A diminui¢do da concentragdo de Cu hepatico com o comprimento
dos individuos vem sendo reportada na literatura para algumas espécies de
cetaceos tais como Belugas (Woshner et al., 2001) e golfinho-comum-de-bico-
curto (Lavery et al., 2008). Kunito et al. (2004) observaram este mesmo padrao
em individuos de S. guianensis coletados ao longo das costas dos estados de Sao
Paulo e Parana.

Com relagdo as concentracdes hepaticas dos elementos nao-essenciais
estudados, foram observadas correlacdes significativas entre as concentracdes

hepaticas de Hg e Hgor, € 0 comprimento total dos individuos de S. guianensis
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(Figura 26). As linhas de tendéncias s6 foram tragadas nas figuras onde foram

obtidas correlagdes significativas.

Figado - Sotalia guianensis
[Se] = -76,66 + 0,58 * L; R = 0,49; p = 0,04
[As] = 1,12 +0,0002 * L; R = 0,01; p= 0,97
[Cu]l=121,34-0,57* L;R=-0,81;p=10"

120
[ ]
e Se
100 O As °
\l\ Cu

(ng g peso seco)

80 100 120 140 160 180 200
L (cm)

Figura 25. Relacdo entre as concentracdes dos elementos essenciais no figado e o
comprimento total — L (cm) da Sotalia guianensis.

Figado - Sotalia guianensis
[Hg] = -70,50 + 0,59 * L; R = 0,66; p = 0,003
[Heor] =-5,00 +0,05 * L; R =0,73; p= 107>
[Ag] =-2,73 + 0,02 * L; R = 0,45; p = 0,06
[Cd] = -0,49 + 0,005 * L; R = 0,40; p = 0,10
[Pb] =-0,23 + 0,01 * L;R=10,39; p=0,11

80 T
e Hg °
701 | = Heorg .
60 Q Ag o, °
A Cd
* Pb

(ng g peso seco)

L (cm)

Figura 26. Relacé@o entre as concentrages dos elementos ndo-essenciais no figado e o
comprimento total — L (cm) da Sotalia guianensis.
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A concentragdo de Hgor, encontrada neste estudo variou de 0,49 a 9,67 ng
g, correspondendo, em média, a 39% da fragdo de mercurio total (variando de
6,6 a 56,7 %Hgor). Observou-se uma diminui¢do altamente significativa (p <
0,01) da %Hgor, em relagdo a concentragdo de mercurio total no figado dos
individuos de S. guianensis, como mostra a Figura 27. E importante salientar que
a concentracdo de Hgor, encontrada inclui o MeHg e outras formas orgéanicas de

mercurio (Kehrig et al., 2008).

Figado - S. guianensis

%Hgor, = 29,76 - 0,37 * [Hg]
R =-0,68; p = 0,002
60 - - - -

50 +

40 |

%HgOrg

0 10 20 30 40 50 60 70 80
[Hg] (g g™ peso seco)
Figura 27. Relagdo da % Hgo com a concentragcéo de mercurio total no figado da

Sotalia guianensis.

A maturagdo sexual parece influenciar na acumulacao de Se, Hg e Ag no
figado da S. guianensis. Os individuos maduros apresentaram concentragdes
hepaticas mais elevadas destes elementos, quando comparadas com os individuos
sexualmente imaturos. A maturidade sexual parece ndo influenciar sobre a
acumulagdo de Pb, Cd e As no figado destes individuos de S. guianensis coletados
no Rio de Janeiro, onde o teste de Mann-Whitney mostrou ndo haver diferenga
significativa (p > 0,05) entre os individuos maduros e imaturos.

No presente estudo observou-se que a percentagem de mercurio organico
em relacdo ao mercurio total (% Hgorg) no figado apresentou uma diminui¢do com

relagdo ao comprimento total dos individuos de S. guianensis estudados (Figura
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28). As menores % Hgor, foram encontradas nos individuos com os maiores
comprimentos totais, o que pode estar sugerindo que o figado destes individuos
apresenta processos mais eficientes de desmetilacdo/elimina¢do das formas mais

toxicas de mercurio neste 6rgao.

Figado - Sotalia guianensis
%Hgo., = 34,63 - 0,10 * L; R =-0,19; p = 0,45

60
<

50

40

g 30 o
2 ° s
N
20 o
<&
o © <
10 &
o
0
80 100 120 140 160 180 200 220
L (cm)

Figura 28. Relacéo entre as propor¢cdes de mercurio organico em relacdo ao mercurio

total (% Hgorg) NO figado com o comprimento total — L (cm) da Sotalia guianensis.

Nao serd possivel se fazer o estudo sobre a influéncia da idade na
acumulacdo dos elementos-trago no figado da S. guianensis, como o realizado na
P. blainvillei proveniente do Rio Grande do Sul (S), uma vez que ndo se sabe a
idade de nenhum dos individuos de S. guianensis empregados.

As concentragdes dos elementos-trago encontradas figado da S. guianensis
estao apresentadas na Tabela 8.

Neste estudo, as concentracdes hepdticas dos elementos essenciais € nao-
essenciais encontradas nos individuos de S. guianensis sdo da mesma ordem de
grandeza daquelas reportadas em estudos anteriores realizados com esta espécie
de cetdceo proveniente da costa da América do Sul (Tablela 9). Entretanto, a
concentragdo hepatica de Cu na S. guianensis mostrou-se mais baixa do que

aquela encontrada em amostras de cetadceos da costa sul brasileira (Kunito et al.,
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2004; Tabela 9) e também da costa Argentina (Gerpe et al., 2002; Marcovecchio
et al., 2004; Tabela 9).

A concentragdo hepatica de Pb encontrada neste estudo foi
consideravelmente maior do que a encontrada em estudos anteriores realizados
com individuos de S. guianensis provenientes da costa do estado do Parana, no sul
do Brasil (Kunito et al., 2004; Tabela 9) e também, da costa do estado do Ceara,
no nordeste brasileiro (Monteiro-Neto et al., 2003; Tabela 9). Entretanto, varios
fatores t€m que ser levados em consideracdo quando se comparam individuos da
mesma espécie, tais como: sexo, preferéncia alimentar, tempo de vida e método de

analise (Capelli et al., 2008).

5.4. género Stenella

O numero amostral de individuos do género Stenella coletados em ambas as
areas de estudo foi muito pequeno (dois individuos de S. frontalis em cada area de
coleta e, trés individuos de S. coeruleoalba provenientes do Rio Grande do Sul).
Os parametros idade, comprimento total e sexo ndo sdo conhecidos para todos os
individuos do género Stenella, assim sendo, ndo sera apresentada uma discussao
relacionada as diferengas na acumulacdo dos elementos-tragco como foi feita para
as espécies de cetaceos P. blainvillei e S. guianensis.

O interesse em se estudar os individuos do género Stenella deve-se ao fato
destes apresentarem habitos de vida completamente diferentes das espécies P.
blainvillei e S. guianensis. A Stenella possui habito oceanico, isto é, habita um
ecossistema completamente diferente além, de possuir uma preferéncia alimentar
completamente distinta das outras duas espécies de golfinho que, sdo de habito
costeiro.

Neste estudo, levando-se em consideracdo todos os individuos do género
Stenella coletados (N=7) na area tropical e subtropical, as concentra¢des hepaticas
encontradas para os elementos essenciais foram: Se (56,16 + 53,00 pug g'p.s.), As
(1,17 + 0,35 pg g p.s.) e Cu (22,46 + 7,30 pg g p.s.). Enquanto, para os
elementos ndo-essenciais, os individuos do género Stenella de ambas as areas de

coleta apresentaram as seguintes concentracdes hepaticas: Hg (64,12 £ 51,29 pg
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g'p.s), Ag (1,33 + 1,24 ug g p.s.), Cd (41,53 + 60,33 pug g p.s.) e Pb (19,26 +
13,65 pg g p.s.).

As concentragdes encontradas tanto para os elementos essenciais quanto
para os nao-essenciais no figado dos individuos do género Stenella apresentaram
um valor semelhante ao observado no estudo anterior realizado na costa brasileira
(Kunito et al., 2004; Tabela 9). Os individuos de habito oceénico tendem a
acumular maiores concentragdes de elementos-trago em seus tecidos quando
comparados aos individuos de hébito costeiro. Este fato pode indicar também, que
a disponibilidade do alimento (escolha das presas) ao longo da localizagdo
geografica em que vivem esses individuos seja um fator importante para a
acumulacdo dos elementos-tragco em seus tecidos. Essa tendéncia fica mais clara
na discussdo do proximo sub-item (5.5), quando sdo comparadas as diferentes

espécies de cetdceos empregadas neste estudo.

5.5. Relacéo entre as espécies de cetaceos investigadas

A fim de se compreender as variagdes entre as espécies, a principio estas
foram divididas em quatro grupos: Sotalia guianensis, Pontoporia blainvillei
(SE), Pontoporia blainvillei (S) e o género Stenella.

A partir dai, aplicou-se a andlise de discriminantes a fim de se comparar as
concentragdes dos elementos entre as espécies de cetaceos estudadas.

Verificou-se nao haver uma separagdo significativa entre os grupos
Pontoporia blainvillei (SE), Pontoporia blainvillei (S), que pertencem a distintas
populagdes. A distancia de Mahalanobis (D?) encontrada entre estes dois grupos
mencionados foi muito pequena (D* = 2,20; F = 2,08; p = 0,06). A partir dai
considerou-se que estes dois grupos fossem um Unico grupo; aplicando-se entao,
uma nova andlise de discriminante, a fim de se comparar as concentragdes dos
elementos entre os trés grupos de cetaceos formados: Sotalia guianensis (S),
Pontoporia blainvillei (P) e o género Stenella (St).

A varidvel de maior contribui¢do para a funcao discriminante, entre os trés
grupos de cetaceos, foi o Hg hepatico (p < 10°). A Ag e o Pb hepaticos (p < 10™* ¢
p < 107, respectivamente) foram as variaveis que também contribuiram para a

funcdo discriminante. As distancias de Mahalanobis (D”) foram altas (Tabela 10)
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entre todos os grupos (S x P; S x St; P x St) indicando haver grandes diferencas

significativas entre eles e o percentual correto de classificacao foi de 80,7 %.

Tabela 10. Valor de F e a distancia de Mahalanobis (D?) entre as diferentes espécies de

cetaceos analisadas, dados a partir da analise de discriminante.

Espécie x espécie F p Distancia de Mahalanobis (D?)
SxP 7,4 10° 5,0
S x St 11,5 10°® 17,7
P x St 13,3 10°® 18,4

Percentual correto de classificagdao = 80,7 %

Foram utilizadas as duas primeiras variaveis candnicas determinadas na
analise de discriminantes para representar graficamente a separacdo entre os trés
grupos (Figura 29). Observa-se nessa figura a separagdo clara entre as trés
espécies de cetaceos, onde os individuos que possuem habito ocednico (género
Stenella) se destacaram nitidamente dos individuos dos dois outros grupos, que
possuem habito costeiro (Sotalia guianensis e Pontoporia blainvillei).

Pode-se observar (Tabela 10 e Figura 29) que o grupo formado pelo género
Stenella ¢ o que apresentou as maiores distancias de Mahalanobis (D?), indicando
haver grandes diferencas significativas (p < 10®) entre ele e os outros dois grupos
formados pela Sotalia guianensis e Pontoporia blainvillei. Observando-se a
Tabela 9, verifica-se que de maneira geral, os individuos do género Stenella
apresentaram as maiores concentracdes hepaticas quando comparadas com as
encontradas no mesmo Orgdo das espécies costeiras. Este fato também foi
observado em estudo anterior realizado com cetidceos de diferentes habitos
coletados nos estados de Sao Paulo e Parana (Kunito et al., 2004).

No presente estudo, pdde-se observar que o habitat e principalmente a
preferéncia alimentar influenciaram fortemente na acumulagdo hepatica dos

elementos-trago nas espécies de cetaceos investigadas.
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Figura 29. Representacdo gréafica das varidveis candnicas para a Pontoporia blainvillei,

Sotalia guianensis e género Stenella.

O habito alimentar aparece como agente primario na separacao dos trés
grupos, pois o Hg, a Ag e o Pb sdo assimilados principalmente através da dieta
alimentar dos mamiferos marinhos.

A Sotalia guianensis ¢ a Pontoporia blainvillei co-habitam no mesmo
ambiente, mas apresentam preferéncias alimentares distintas. S. guianensis
alimenta-se preferencialmente de peixes piscivoros e altamente predadores (Di
Beneditto & Ramos, 2004); enquanto a P. blainvillei alimenta-se de peixes e
cefalopodes (Di Beneditto & Ramos, 2001). Na Figura 30 esta representada a
guilda trofica da Sotalia guianensis e da Pontoporia blainvillei capturadas na
costa do Rio de Janeiro (SE).
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Figura 30. Representacao grafica da guilda tréfica da Sotalia guianensis (em vermelho) e
da Pontoporia blainvillei (em azul) acidentalmente capturadas na costa do Rio de Janeiro
(SE).
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Segundo Di Beneditto et al. (2001), a S. frontalis pode ser considerada,
principalmente, uma espécie teutofaga, isto €, que se alimenta preferencialmente
de cefalopodes. A presenca de lulas na dieta alimentar do género Stenella foi
reportada anteriormente em estudos realizados no Sul (Emerim et al., 1996) e
sudeste (Di Beneditto et al., 2001) do Brasil, em que a patir da andlise do
contetudo estomacal de individuos de S. frontalis foram identificadas a presenga de
lulas (da familia Loliginidae), em maior quantidade, e de peixes, em menor

quantidade.

5.6. Diferencas regionais

Neste sub-item s6 serdo apresentados e discutidos dados a respeito das
concentragdes dos elementos-trago encontrados nas espécies P. blainvillei ¢ S.
frontalis, pois somente individuos destas espécies foram coletados em ambas as

areas de coleta (tropical e subtropical).

5.6.1. Pontoporia blainvillei (Gervais & D’Orbigny, 1844)

Diferencgas regionais significativas (p < 0,05) foram observadas somente nas
concentragdes hepaticas de alguns elementos essenciais (tais como, Se ¢ As) e
ndo-essenciais (Hg, Hgors, Ag, € Cd) dos individuos de franciscana investigados.

Dentre os elementos estudados, os que tém como a principal via de
exposicdo dos organismos marinhos através da dieta alimentar (Cd, Hg, Se),
foram os que apresentaram diferenca regional significativa nas suas concentragdes
hepéticas. Este comportamento pode estar relacionado ao fato do figado sofrer
influéncia direta do habito alimentar na acumula¢ao dos elementos-traco nestes
organismos.

Os individuos acidentalmente capturados na costa sul do Brasil (S, regidao
subtropical), geralmente, apresentaram as maiores concentracdes de todos os
elementos-trago em seus tecidos (Tabela 8). Embora uma série de fatores
ambientais e fisiologicos possa ter alguma influéncia nas diferencas encontradas, a

preferéncia alimentar e a complexidade da cadeia alimentar marinha podem ser
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consideradas os principais fatores responsaveis pelo processo de bioacumulagio
dos elementos-traco em animais de vida longa como os mamiferos marinhos
(Shibata et al., 1992; Bustamante et al., 1998; Monaci et al., 1998; Kubota et al.,
2001).

As concentragoes dos eclementos-trago observadas nos tecidos das
franciscanas da regido tropical (SE) foram inferiores as encontradas nos
individuos da regido subtropical (S). Este pode estar relacionado com a
preferéncia alimentar dos individuos da primeira regido (SE), formada
principalmente de peixes, tais como, Stellifer sp., Anchoa filifera, Pellona
harroweri e Isopisthus parvipinnis (Di Beneditto & Ramos, 2001); enquanto os
individuos da segunda regido (S) se alimentam preferencialmente de peixes
(Cynoscion guatucupa, Micropogonias furnieri, Urophycis brasiliensis) e
cefalopodes (Loligo sanpaulensis) (Rodriguez et al., 2002).

5.6.2. Stenella frontalis (Cuvier, 1829)

A espécie de golfinho de habito oceanico que foi capturada nas duas areas
de estudo foi a Stenella frontalis. Neste sub-item s6 serdo apresentados os dados
das concentracdes hepaticas desta espécie, uma vez que somente o figado destes
individuos foi analisado.

Assim como o observado para os individuos das duas populagdes de P.
blainvillei (habito costeiro), os individuos de S. frontalis (habito oceanico)
acidentalmente capturados na regido subtropical (S), geralmente, apresentaram as
maiores concentracdes de todos os elementos-traco em seus tecidos, quando
comparadas aquelas encontradas nos individuos oriundos da regido tropical (SE)
(Tabela 8).

Quando sdo consideradas as concentra¢des de todos os elementos-trago
estudados € Hgor, 0 teste de Wilks (teste multivariado de significAncia) mostrou
nao haver diferenga significativa (F = 44,2; p = 0,11) entre as concentracdes
hepaticas dos individuos de S. frontalis coletados na costa sul (S) ¢ na costa
sudeste (SE) brasileira. Porém, o teste univariado dos resultados para cada

elemento-trago mostrou haver diferengas regionais altamente significativas (p <
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0,001) somente para as concentragdes hepaticas de Hg (F = 127,2; p = 0,008) ¢ Pb
(F = 264,9; p = 0,004) encontradas nos individuos de S. frontalis estudados. A
prata apresentou um resultado préximo ao limite de significancia deste teste (F =

15,25; p = 0,059).

5.7. Relacbes entre os elementos

No presente estudo, s6 serdo apresentadas e discutidas as relagdes entre
alguns metais de transi¢do (mercurio, cadmio e prata) e o selénio. O interesse em
se verificar estas relagdes nos organismos, refere-se ao fato destes metais
interagirem com o selénio, fazendo com que a toxicidade dos metais de transi¢ao
seja reduzida através desta interacdo (Sasakura & Suzuki, 1998). Segundo Arai et
al. (2004), esta interacdo pode ocorrer através da formagdo de compostos
insoliveis de seleneto ou através da ligacdo simultinea do metal toxico a
proteinas de alto peso molecular, como vem sendo observado em varias espécies
de mamiferos marinhos. De acordo com Sasakura & Suzuki (1998) as razdes
molares entre os metais de transicao e o selénio sdao de 1:1 para Hg:Se e Cd:Se,

mas podendo ser de 1:1 ou 2:1 para Ag:Se.

5.7.1. Relacao entre mercurio e selénio

Neste estudo, uma relacdo positiva e altamente significativa (p < 0,001) foi
encontrada entre a concentragdo molar de mercurio e selénio no figado dos
individuos de P. blainvillei coletados nas regides tropical (Figura 31a) ¢
subtropical (Figura 31b) da costa brasileira. Entretanto, somente os individuos
provenientes da costa sul apresentaram uma correlagdo significante entre a

concentragcdo molar de mercurio e selénio nos rins (Figura 31b).
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Figura 31. Relacdo entre a concentragdo molar de mercurio e selénio no figado e rins
dos individuos de Pontoporia blainvillei coletados na costa do Rio de Janeiro (SE) e Rio
Grande do Sul (S).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0420972/CB


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0420972/CB

Resultados e discussao

Assim como observado para os individuos de P. blainvillei empregados
neste estudo, os individuos de S. guianensis provenientes da costa norte do estado
do Rio de Janeiro também apresentaram uma correlagdo positiva e altamente
significativa (p < 0,001) entre a concentracdo molar de merctrio e selénio no
figado, como mostra a Figura 32. O mesmo comportamento foi observado quando
sdo levados em consideracao todos os individuos do género Stenella capturados

em ambas as areas de coleta (Figura 33).

[Hg] = 68,95 + 0,24* [Se]
R=0,72; p << 0,001
450 1] L) L) L) L)

300

[Hg] (nmol g™)

150

0 250 500 750 1000 1250 1500

[Se] (nmol g™

Figura 32. Relac@o entre a concentragdo molar de mercirio e selénio no figado dos

individuos de Sotalia guianensis coletados na costa norte do Rio de Janeiro (SE).
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Género Stenella (Figado)

[Hg] = 88,74 + 0,32 [Se]
R=0,85;p =0,01
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Figura 33. Relagdo entre a concentragdo molar de mercuario e selénio no figado dos
individuos do género Stenella coletados na costa do Rio de Janeiro (SE) e do Rio
Grande do Sul (S).

A relagdo altamente significativa e positiva encontrada entre a concentragdo
molar de merctrio e selénio no figado e rins dos mamiferos marinhos ja estd bem
documentada na literatura (Caurant et al., 1994; Palmisano et al., 1995;
Wagemann et al., 1998; Meador et al., 1999; Capelli et al., 2000; Das et al., 2000;
Dietz et al., 2000; Endo et al., 2002; Brunborg et al., 2006; Capelli et al., 2008;
Lavery et al., 2008). Esta relagcdo pode estar refletindo uma associacao direta entre
estes dois elementos nos oOrgdos internos dos mamiferos marinhos, explicando
assim o importante papel desempenhado pelo selénio na destoxificagdo do
mercurio no figado destes animais (Arai et al., 2004).

Os individuos de P. blainvillei empregados neste estudo apresentaram uma
concentragdo molar de selénio hepatico maior do que a de merctrio. Foi
observada uma razao molar Se:Hg de 4:1. Enquanto nos rins desses individuos, a

concentracdo molar de selénio hepatico foi muito maior do que a de mercurio,
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apresentando uma razao molar Se:Hg de 16:1. Este comportamento foi observado
também em estudos anteriores realizados com franciscana da costa brasileira, em
que as concentracdes molares de selénio hepatico foram maiores do que as de
mercurio nestes individuos (Kunito et al., 2004; Seixas et al., 2007a).

Com relagdo aos individuos de S. guianensis, estes apresentaram uma
concentragdo molar de selénio hepdtico muito préoximo a de mercurio,
observando-se uma razao molar Se:Hg de 1:0,92, ou seja, bem proxima a 1:1,
assim como reportado em alguns estudos realizados com diferentes espécies de
mamiferos marinhos (Leonzio et al., 1992; Palmisano et al., 1995; Meador et al.,
1999; Cappeli et al.,, 2000; Dietz et al., 2000; Wagemann et al., 2000;
Cardellicchio et al., 2002; Endo et al., 2002; Bustamante et al., 2003; Law et al.,
2003; Ikemoto et al., 2004) e também, com esta mesma espécie coletada em
diferentes regides da costa brasileira (Kehrig et al., 2004; Kunito et al., 2004).

Os individuos do género Stenella investigados neste estudo apresentaram
uma concentracdo molar de selénio hepatico maior do que a de mercurio. Foi
observada uma razdo molar Se:Hg de 2:1. Estudos anteriores com a Stenella
coeruleoalba proveniente do Hemisfério Norte (Capelli et al., 2000; Cardellicchio
et al., 2002) observaram uma razao molar Se:Hg de 1:1.

E importante salientar que a espécie de cetaceo S. guianensis alimenta-se
preferencial de peixes maiores e que ocupam niveis troficos elevados (Di
Beneditto & Ramos, 2004), enquanto a P. Dblainvillei alimenta-se
preferencialmente de peixes menores e cefalopodes (Di Beneditto & Ramos,
2001) (ver Figura 30). De acordo com a literatura, os mamiferos marinhos que se
alimentam preferencialmente de peixes tendem a acumular maiores concentragdes
de mercurio no figado (Watanabe et al., 2002), uma vez que a maior parte do
mercurio presente nos peixes e cefalopodes esta na sua forma metilada (Caurant et
al., 1996; Das et al., 2000).

Segundo o estudo de Kehrig et al. (2008) realizado com individuos de S.
guianensis provenientes da costa norte do Rio de Janeiro, a maior fracdo do
mercurio total (Hgro) apresentada no figado dos individuos investigados,
apresentou-se na forma de seleneto de mercurio (HgSe), correspondendo a uma
média de 53% do mercurio total. Porém, as mais altas percentagens de
metilmercurio (MeHg) (cerca de 28 %) e as mais baixas percentagens de HgSe

(aproximadamente 0 %) foram encontradas no figado dos individuos que
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apresentavam concentragdes de mercirio total abaixo de 1,0 pg g”', em peso seco
(Figura 34a). Além do mais, as mais altas percentagens de HgSe
(aproximadamente 83 %) foram encontradas nos individuos que apresentavam as
mais elevadas concentragdes hepaticas de mercurio total (87,92 pug g p.s.), como

mostra a Figura 34b.

Hgior= 0.84 mg kg™’ Hgt = 87.92 mg kg™’
O Inorg Hg @ MeHg ™ (£Hgorg - MeHg) B HgSe O Inorg Hg B MeHg = (XHgorg - MeHg) @ HgSe
0% 6% 7%

23% 4%

(a)

26% 83%

(b)

Figura 34. Distribuicdo das espécies de mercurio apresentadas no figado de dois
individuos de Sotalia guianensis: (a) exemplo de uma amostra com as mais baixas
concentragdes hepéticas de Hgry € (b) exemplo de uma amostra com as mais elevadas

concentragdes hepaticas de Hgro (adaptado de Kehrig et al., 2008).

Neste mesmo estudo, Kehrig et al. (2008) observaram que todos os
individuos de S. guianensis que apresentavam concentragdes hepaticas de
mercrio total acima de 5,5 pg g em peso seco, mostravam altas percentagens de
HgSe (variando de 44% a 89%) e baixas percentagens de MeHg (variando de 2%
a 7%). Confirmando assim, a ocorréncia do processo de desmetilagdo do MeHg
através da formagao de granulos inertes de HgSe no figado da espécie de golfinho
investigada. Porém, este processo so foi desencadeado a partir de determinadas

concentragdes hepaticas de mercurio total.
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5.7.2. Relagédo entre cadmio e selénio

Neste estudo, uma relacdo positiva e altamente significativa (p < 0,001) foi

encontrada entre a concentracdo molar de cadmio e selénio no figado dos

individuos de P. blainvillei coletados somente na regido tropical (S) (Figura 35a)

da costa brasileira. Esta relacdo foi também observada no figado de outras

espécies de mamiferos marinhos, tais como: baleia piloto (Globicephala melas)

(Caurant et al., 1994), golfinho riscado (Stenella coeruleoalba) (Monaci et al.,

1998) e golfinho comum (Tursiops truncatus) (Meador et al., 1999).

Os individuos de P. blainvillei neste estudo apresentaram uma concentragio

molar de selénio hepatico muito maior do que a de Cadmio. Foi observada uma

razdo molar Se:Cd de 107:1. Este comportamento foi observado também em

estudos anteriores realizados com outras espécies de golfinho do hemisfério norte

(Monaci et al., 1998; Meador et al., 1999).

Regiao tropical (SE)
R=0,67; p<0,001;y = 0,28* - 6,59
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Figura 35. Relagdo entre a concentracdo molar de cadmio e selénio no figado dos

individuos de Pontoporia blainvillei coletados na costa do Rio de Janeiro (SE) e Rio

Grande do Sul (S).
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Com relagdo aos rins dos individuos de P. blainvillei de ambas as regides,
ndo foram observadas relagdes significativas entre a concentracdo molar de
cadmio e selénio, como mostra a Figura 36a, b. A razdo molar apresentada por
estes elementos (Se:Cd) foi de 13:1. Observacdes similares foram feitas por
Monaci et al. (1998) e Meador et al. (1999) em espécies de golfinho do hemisfério
norte.

Na literatura cientifica, informagdes sobre a relagdo Cd e Se nos tecidos de
mamiferos marinhos sdo escassas, onde nenhum estudo reportou esta relagao, nem

no figado nem nos rins, de individuos de franciscana.

Regido subtropical (S)
R=0,002; p>0,05;y =- 0,09*x + 58,83

Regiéo tropical (SE)
R =0,06; p >0,05; y =0,26*x + 7,32
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Figura 36. Relagdo entre a concentracdo molar de cadmio e selénio nos rins dos
individuos de Pontoporia blainvillei coletados na costa do Rio de Janeiro (SE) e Rio
Grande do Sul (S).

Assim como observado para os individuos de P. blainvillei oriundos da
costa norte do estado do Rio de Janeiro (SE), os individuos de S. guianensis
coletados nesta mesma éarea também apresentaram uma correlacdo positiva e
significativa (p < 0,05) entre a concentra¢cdo molar de cadmio e selénio no figado,
como mostra a Figura 37. Entretanto, quando se considerou todos os individuos
do género Stenella capturados em ambas as areas de coleta, ndo se observou uma

correlacdo significativa entre a concentracdo molar de Cd e Se (Figura 38).
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[Cd] = 2,52 + 0,01* [Se]
R = 0,57; p = 0,01
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Figura 37. Relagdo entre a concentracdo molar de cadmio e selénio no figado dos

individuos de Sotalia guianensis coletados na costa norte do Rio de Janeiro (SE).

Os individuos de S. guianensis neste estudo apresentaram uma concentragao
molar de selénio hepatico muito maior do que a de cddmio. Foi observada uma
razdo molar Se:Cd 104:1. Enquanto os individuos do género Stenella
apresentaram uma concentracdo molar de selénio hepatico apenas um pouco

maior do que a de cadmio, sendo a razdo molar Se:Cd de 7:1.

[Cd] = 388,02 - 0,0261 * [Se]
R=-0,03;p=0,94
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Figura 38. Relacéo entre a concentragdo molar de cadmio e selénio no figado dos
individuos do género Stenella coletados na costa do Rio de Janeiro (SE) e do Rio
Grande do Sul (S).
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Segundo Caurant et al. (1994), o selénio pode proteger os mamiferos dos
efeitos toxicos do caddmio, através da formagdo de um complexo equimolar
formado entre o Se e o Cd no figado destes organismos. Entretanto, sabe-se que as
metalotioneinas (MTs) desempenham o papel principal no processo de
destoxificacdo do Cd em mamiferos marinhos (Das et al., 2000; Woshner et al.,

2001).

5.7.3. Relagéo entre prata e selénio

Neste sub-item s6 serdo apresentados e discutidos dados a respeito das
relagdes entre prata e selénio no figado dos individuos de P. Dblainvillei, S.
guianenis e do género Stenella, pois as concentragdes de prata foram
determinadas somente no figado destes individuos.

No presente estudo, uma relagdo positiva e altamente significativa (p <
0,001) foi encontrada entre a concentragdo molar de prata e selénio no figado dos
individuos de P. blainvillei coletados nas regides tropical (SE) (Figura 39a) e
subtropical (S) (Figura 39b) da costa brasileira. Este comportamento também foi
observado para os individuos de S. guianensis (Figura 40) e para os individuos do

género Stenella (Figura 41) investigados neste estudo.

Regido tropical (SE) Regido subtropical (S)
[Ag] =-1,48 + 0,17 * [Se] [Ag] =-0,22 + 0,14 * [Se]
R =0,70; p = 0,002 R=0,97;p=108
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Figura 39. Relagdo entre a concentracdo molar de prata e selénio no figado e rins dos
individuos de Pontoporia blainvillei coletados na costa do Rio de Janeiro (SE) e Rio
Grande do Sul (S).
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[Ag] = 2.13 + 0.03* [Se]
R = 0.89; p << 0.001
45 . . . . .

(%)
=1

[Ag] (nmol g)

w

0 L L L L L
0 250 500 750 1.000 1.250 1.500

[Se] (nmol g™)
Figura 40. Relacdo entre a concentracdo molar de prata e selénio no figado dos

individuos de Sotalia guianensis coletados na costa norte do Rio de Janeiro (SE).
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Figura 41. Relacdo entre a concentracdo molar de prata e selénio no figado dos
individuos do género Stenella coletados na costa do Rio de Janeiro (SE) e Rio Grande
do Sul (S).
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Estudos anteriores reportaram uma relacao altamente significativa e positiva
entre a concentracao molar de prata e selénio no de mamiferos marinhos (Becker
et al., 1995; Saeki et al., 2001; Woshner et al.,, 2001; Lavery et al., 2008).
Segundo Becker et al. (1995), a prata pode acumular-se no figado dos mamiferos
marinhos assim como outros contaminantes tais como o mercurio € o cadmio, em
virtude, principalmente, do ndo reconhecimento deste elemento como essencial
para qualquer organismo. Entretanto, a interagdo entre a prata e o selénio se
diferencia daquela observada entre o selénio e outros metais. Na verdade, a prata
pode induzir sintomas de deficiéncia de selénio em animais com deficiéncia de
vitamina E, uma vez que esta forma um complexo com o selénio, fazendo com
que se reduza a disponibilidade deste elemento essencial necessdrio para a
realizacdo de processos celulares (Hammond & Beliles, 1980).

Os individuos de P. blainvillei empregados neste estudo apresentaram uma
concentragdo molar de selénio hepatico maior do que a de prata. Foi observada
uma razdo molar Se:Ag de 17:1. Enquanto para os individuos de S. guianensis e
do género Stenella foram observadas uma razdo molar Se:Ag de 28:1 e 70:1,

respectivamente.
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Conclusdes

Com base nos resultados encontrados, pode-se concluir que o presente
trabalho alcangou seu principal objetivo de compreender melhor os
par@metros biolégicos e ecoldgicos que influenciam no processo de
acumulacdo dos elementos-traco em 6rgaos internos de diferentes espécies
de cetaceos que habitam regides distintas, ainda pouco estudadas e com
poucas informagdes como a costa brasileira;

As metodologias analiticas empregadas neste trabalho mostraram-se
precisas, uma vez que os resultados experimentais encontrados para todos
0s elementostraco e merclrio organico nos materiais de referéncia
certificados utilizados ndo foram significativamente diferentes dos valores
certificados. Demonstrando assim a eficiéncia dos procedimentos
analiticos aplicados para a determinagdo de elementos-trago e também, de
mercurio organico nas matrizes estudadas;

Par@metros ecol 0gicos, tais como as condigdes ambientais predominantes
(regido tropical e regido subtropical) das diferentes areas de captura assim
como os parametros bioldgicos, tais como, por exemplo, populacéo,
tamanho, maturidade sexual, afetaram significantemente na acumulacéo
dos elementos-trago e Hgorg NOS 6rgdos internos da espécie P. blainvillei.
Porém, as preferéncias alimentares (presas dominantes) foram os
principais fatores que influenciaram nas diferencas observadas na
acumulacéo destes elementos nos tecidos da P. blainvillei.

As condicdes ambientais das areas de captura e principamente, a
disponibilidade de alimento ao longo destas &reas foram os fatores que
mais influenciaram nas diferencas observadas na acumulacdo hepatica dos
elementos-traco no género Senella. Estes golfinhos, que possuem habito
oceanico, habitam regides do Oceano Atlantico Sul muito distante da costa
brasileira. Assim sendo, ndo sofrem diretamente a influéncia dos impactos

antropogénicos costeiros.
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Existe uma diferenca significativa na acumulacdo hepatica dos elementos-
trago entre as espécies de habito oceanico e costeiro. As espécies de habito
ocednico apresentaram maiores concentractes hepéticas destes elementos
estudados. Sugerindo-se mais uma vez que a preferéncia alimentar assim
como a disponibilidade de alimento ao longo das distintas regides de
coleta, so os fatores mais importantes para a acumulagdo dos elementos-
trago nos 6rgdos internos das espécies investigadas. As varidvels, isto é, os
eementos-traco, que mas influenciaram significativamente no
estabel ecimento desse padréo de comportamento, foram as concentraces
hepaticas de Hg, Pb e Ag.

As concentracbes molares de Hg, Cd e Ag se correlacionaram
positivamente com as concentragdes molares de Se no figado das espécies
estudadas, indicando que o Se tem uma forte ligacdo com estes elementos
nesses tecidos Uma possivel explicacdo para estas correlacbes é o
provavel sequestro destes elementos pelo Se na formacdo de complexos,
como vém sendo observado, em ensaios laboratoriais com animais.

A Sotalia guianensis, espécie de habito costeiro assim como a Pontoporia
blainvillei e que, preferencialmente se alimenta de peixes predadores,
apresentou uma razdo molar hepética proxima a 1:1 entre o Se e 0 Hg,
adéem da percentagem de mercurio na forma de Hgorg diminuir com o
aumento de Hg total. Estes dados sugerem que um provavel mecanismo de
destoxificagcdo estgja ocorrendo no figado da S guianensis. Ja P.
blainvillei, que co-habita 0 mesmo ambiente com S. guianensis, porém se
alimenta preferencialmente de outras espécies de peixes e cefal dpodes,
apresenta uma razdo molar hepética préxima a 4:1 entre 0 Se e o Hg, além
da percentagem de mercario na forma de Hgorg diminuir com o aumento
de Hg. Este fato também pode estar sendo influenciado diretamente pela
preferéncia alimentar, além das diferencas metabdlicas inter-espécies.

Os resultados encontrados neste estudo, ndo se diferenciaram daqueles
poucos padrdes reportados na literatura para a costa brasileira para as
espécies investigadas; aém de incrementarem e contribuirem com novos
dados.
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This study presents some useful data on the bivaccumulation of Hg, organic Hg and Se, and their
inter-element relationships in a Brazilian small cetacean.

Abstract

Selenium and total and organic mercury were determined in the liver and kidney of franciscana dolphin (Pontoporia blainvillei) incidentally
caught in fishing nets along two Brazilian coastal areas (southeast and south). Regional differences in the concentrations of these contaminants
were observed in P. blainvillei. Liver showed the highest organic and total mercury. In general, samples of individuals collected at the southern
of Brazil had the highest concentrations of selenium and total and organic mercury. No significant gender differences were observed. Growth
stage influenced the accumulation of these contaminants in both organs, and hepatic concentrations increased with the body length, according to
the sampling area. Molar mercury and selenium concentrations in liver were significantly correlated, with a Se:Hg ratio close to 4. The among-
site differences we found may be related to differences in preferred prey, bioavailability in the marine environment, environmental conditions, or
these individuals may belong to distinct populations.
© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction Conversely, selenium is recognized as an essential element

(WHO, 1987) for metabolic activity of aguatic mammals,

Mercury is an exogenous and harmful metal, which accu-
mulates in the tissues of higher food web organisms (such as
marine mammals) as they grow (Caurant et al., 1994; Haragu-
chi et al., 2000; Kunito et al., 2004; Feroci et al., 2003).

* Corresponding author. Laboratorio de Radioisdtopos Eduardo Penna
Franca., IBCCF-UFRJ, 21949-900 Rio de Janeiro, RJ, Brazil. Tel./fax: +53
21 2561 5339.
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(269-T491/8 - see front matter © 2008 Elsevier Ld. All rights reserved.
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acting as a protective agent against the toxicity of exogenous
metals such as mercury (USA/EPA, 1998; Feroci et al.,
2005). Studies have shown that selenium may reduce the avail-
ability of mercury, as methylmercury, blocking it in insoluble
compounds (Feroci et al., 1997: Sasakura and Suzuki, 1998).

In the southwestern Atlantic some studies have documented
trace element concentrations in the tissues of franciscana, Pon-
toporia blainvillei (Marcovecchio et al., 1994; Gerpe et al.,
2002; Lailson-Brito et al., 2002: Kunito et al., 2004; Seixas
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CHEMICAL SPECIATION

Different Species of Mercury in the Livers
of Tropical Dolphins
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Abstract: Four kinds of mercury species (inorganic mercury (Hgjyore). methyl-
mercury (MeHg), total organic mercury (£ZHg,,¢), and insoluble mercury, deemed
to be mercuric selenide (HgSe), were determined in the livers of dolphins from the
Brazilian coast. The MeHg was identified and quantified in the toluene layer on a
Gas Chromatograph with an Electron Capture Detector (GC-ECD). The ZHg,,,
was isolated by acid leaching (H,SO4-KBr-CuSO,) and then extracted into
CH,Cl,. The XHgy, and Hgior, were determined by Cold-Vapor Atomic
Absorption Spectroscopy (CV-AAS). The MeHg was the smallest fraction of
Hg,.. with a median of 9%, whereas the highest fraction of the Hg,, was as
HgSe, corresponding to 53%. The fractions of Hgjiyore and ZHg,,, corresponded
to 30% and 39%, respectively. The lowest fraction of MeHg and the highest
fraction of HgSe in the liver of all animals are related to different capacities or
strategies of detoxification of methylmercury in this organ.

Keywords: Inorganic mercury, insoluble mercury, liver, methylmercury, total
organic mercury, tropical dolphin
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Abstract

The present work tested whether ecological and biological variables have an influence on the assimilation of trace elements by
the tissues of a cetacean from the Western South Atlantic Ocean. No significant differences were observed in the concenirations for
both sexes. As individuals from the two sampling areas belong to distinct genetic and morphological populations, animals of
similar body length were older on the southeastern than on the southern coast. The liver showed the highest concentrations of
mercury, whereas the highest levels of cadmium were found in the kidney. Hepatic mercury, cadmium and selenium in individuals
from the south coast were about four times as high as those from the southeast coast. However, arsenic in the liver and kidney were
similar in both coastal areas. Hepatic mercury, cadmium and selenium concentrations increased with body length in individuals
from the southeastern coast, although no significant correlations (P>0.05) were observed between body length from either area and
the renal and hepatic As concentrations. A significant positive linear relationship was observed between molar concentrations of
Hg and Se in the liver of all individuals from both areas (- =0.93; P<0.001), presenting Se:Hg ratios close to 4. Differences found
among the concentrations of Hg, Cd and Se in dolphins from both areas were probably due to the preferred prey, bioavailability of
elements in each marine environment, and environment variables (water temperature, net primary production). As a consequence,
concentrations of trace elements in the tissues of this species can be considered to be a result of the surrounding environment.,
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Mercury; Cadmium; Amsenic; Selenium; Franciscana; Latitudinal gradient; South Atlantic

1. Introduction
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DISTRIBUICAO DE SELENIO EM ORGANISMOS MARINHOS DA BAIA DE GUANABARA/ RJ
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DISTRIBUTION OF SELENIUM IN MARINE ORGANISMS FROM GUANABARA BAY/ RJ. The study assessed selenium
concentrations in the muscle tissues and liver samples of three fish species and in the soft tissues of a mussel species. The samples
were analyzed by GF-AAS using Zeeman background correction. Selenium in the muscle samples was higher in carnivorous fish.

The liver of all studied fish species presented higher selenium concentrations than the muscle, The fish species presented a high
positive correlation between their total length and selenium concentration. A significant correlation was observed between the
selenium concentration in the mussel soft tissues and the condition index.

Keywords: total selenium; fish and mussel; Guanabara Bay.

INTRODUCAO

O selénio (Se) € conhecido como um micronutriente essencial
para a maioria dos animais, porém em concenlragbes elevadas €
considerado tixico'*. Estudos vém mostrando que a morte de al-
gumas espécies de organismos mais susceptiveis ao selénio € ob-
servada em ambientes aguiticos cuja dgua apresentou concentra-
¢iio de Se na faixa de 0,06 a 0.6 pg g'% Para o ser humano, o Se ¢
considerado como essencial em concentragies que variam de 0,04
a 0,1 pg o' Entretanto, para os organismos marinhos, como os
peixes, o selénio se torna tGxico a partir de 3,0 pg g' . Hd um
grande ir em se entender o compor do Se nos orga-
nismos marinhos, devido a sua importineia fisioldgica e
toxicologica, Existem poucos trabalhos dedicados ao metabolismo
e & acumulacdo do Se no meio ambiente aquitico ¢ seu ciclo
biogeoquimico ¢ parcialmente conhecido®. Alguns estudos relaci-
onados ao metabolismo do Se nos produtores primdrios™® ¢ acu-
mulagio do Se pelos e idores” forn 1 algl informa-
¢oes bisicas a respeito da importincia ¢ do papel deste elemento
para a biota marinha. Os bivalvos e os peixes siio reconhecidamen-
te empregados como biomonitores de Se em ambientes aquéticos'.
Peters e colaboradores® concluiram que a cadeia alimentar benténica
¢ uma importante fonte de Se para os peixes e que a principal rota
para a bioacumulagio ¢ via cadeia alimentar. Porém, uma varieda-
de de parimetros abidticos e bidticos pode influir na eficiéncia
com gue os organismos aquidticos acumulam os metais pesados ¢ o
selénio em seus tecidos e Grgios”. A concentragiio de Se nos detn-
tos orginicos dos sedimentos ¢ mais importante para a contamina-
¢io da cadeia alimentar aquitica que a concentragio de Se dissol-
vido na coluna d'dgua®. Estudos vém mostrando que a contamina-
¢io dos sistemas aquiticos por Se pode causar sérios danos i biota,
inclusive a mortalidade de peixes.

Neste trabalho foram determinadas as concentragbes de selénio
total em tecido muscular e figado de trés espécies de peixes bentdnicos
com diferentes hdbitos alimentares (Mugil liza - tainha, peixe

*e-mail: tercia@rde.puc-rio.br

planctivoro; Bagre spp. — bagre, peixe onivoro e Micropogonias
Sfurnieri — corvina, peixe carnivoro) ¢ nos tecidos moles de uma es-
pécie de mexilhio (Perna perna), coletados na Baia de Guanabara.

A Baia de Guanabara (22°8, 43°W) ¢ um estudrio de aproxima-
damente 400 kmy®, localizada no estado do Rio de Janeiro, na re-
gidio sudeste brasileira (Figura 1). E uma importante frea com re-
lagiio & produgiio pesqueira, porém recebe impactos na forma de
esgotos domésticos ¢ efluentes industriais ndo tratados, que sdo
provenientes de uma drea densamente povoada, com aproximada-
mente 10,000 indistrias, além de uma intensa atividade portudria ¢
um complexo pélo petroguimico'. Sua bacia de drenagem pode
ser considerada como uma regido bastante impactada por matéria
orginica, dleo e um grande niimero de outros compostos, incluin-

Rio de Joreirg  Olorla

Cittars Atlirtios

Figura 1. Locais de coleta na Baia de Guanabara, estado do Rio de Janeiro
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RESUMO

O selénio ¢ conhecido como um elemento de grande importincia fisiologica e ecotoxicologica, uma vez que

¢ um micronutriente essencial para a maioria dos organismos. mas também torna-se toxico em concentragdes
elevadas. Por esta razfio. hia um grande interesse em se entender o comportamento deste elemento no meio
ambiente. Nesta revisiio, alguns aspectos importantes com relagiio a este elemento sio apresentados.
Palavras-chave: Selénio: papel fisiologico: deficiéncia: efeito protetor: toxicidade.

ABSTRACT

SELENIUM IN THE ENVIRONMENT. Selenium is known as an element of great physiological and
ecotoxicological importance due to it is an essential micronutrient for some organisms. but it is also toxic
at elevated concentrations. For this reason. there is an increasing interest in understanding the behavior of
selenium in the environment. In this review. some important aspects related this element is described.
Key-words: Selenium; physiological role; deficiency; protector effect: toxicity.

INTRODUCAO

O selénio (Se) € conhecido como um micronu-
triente essencial para a maioria dos organismos (Chat-
terjee ef al. 2001), porém. este elemento possui uma
ambigiiidade biologica em que: (1) em concentragdes
trago € necessario para o crescimento e desenvolvi-
mento normal do organismo; (2) em concentragdes
moderadas pode ser armazenado ¢ mantém as fungdes
homeostiticas e (3) em concentragdes elevadas pode
resultar em efeitos toxicos (Hamilton 2004). Dentre
os clementos essenciais. o selénio ¢ considerado o
mais 10xico uma vez que a diferenga existente entre
a dose essencial ¢ a toxica ¢ muito pequena (Chap-
man 1999). As crescentes atividades antropogénicas
tém aumentado a liberagio e o emprego do selénio de
suas fontes naturais (rochas e solos). tornando-o dis-
ponivel principalmente para 0 meio ambiente aquati-
co ¢ consequentemente para o homem:; uma vez que
a principal via de exposigiio tanto do homem quanto
dos organismos aquaticos ao selénio € através da dieta
alimentar. Ha varias décadas o “‘quebra-cabega™ cha-
mado selénio vem sendo aos poucos montado tanto no
campo biologico, quanto no campo ecotoxicologico.
A cada estudo sio atribuidas mais fungdes biologicas
importantes a este elemento trago. A fungiio protetora

Oecol. Bras., 11 (2): 264-276, 2007

¢ antagdnica que este elemento desempenha contra a
aglio téxica de certos metais (Hg, Cd, Pb) ¢ metaldi-
des (As) € uma delas. Porém, seu mecanismo é com-
plexo e ainda nio foi totalmente elucidado. Somente
para o mercirio (Hg) esta interagiio parece ja estar um
pouco esclarecida. Estudos realizados com mamiferos
marinhos (Wagemann et ol 1998, 2000) mostraram,
através de um mecanismo hipotético, que o selénio
através das selenoproteinas proporciona a demetilagio
do metilmercirio (Mellg) por meio da formagio de
granulos inertes de selencto mercurico (HgSe) no fi-
gado desses organismos. A seguir serdio apresentados
alguns pontos relevantes a respeito deste elemento de
grande importancia fisioldgica e ecotoxicologica.

O SELENIO E SEUS COMPOSTOS NO
AMBIENTE

O selénio ¢ um metaloide que foi isolado e
identificado em 1817 pelo quimico succo Jins Jacob
Berzelius (1779-1848) quando este observou um
depdsito vermelho sobre as paredes de uma cimara
de chumbe usada para produzir acido sulfirico
(Foster & Sumar 1997, Barceloux 1999), Este
elemento pertence ao grupo 16 da tabela periodica,
e estd localizado entre o enxofre e o telirio. Ambos
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Selénio em Tecidos de Organismos Marinhos da
Baia de Guanabara, Brasil
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RESUMO

siesie estudo foram determinadas as concentragdes de selénio total (TSe) no tecido muscular e no
ie de bivalve. As amostras sofreram um tratamento dcido, e o TSe
“: determinado por Absorgio Atdmica com forno de grafite (GF-AAS) equipado com corretor Zeeman. As concentragdes
| ¢ Se no tecido muscular foram mais elevadas no peixe carnivoro.

wacies de Se para todas as espécies de peixe. Nos peixes, a concentragio de

cativa e positiva com o comprimento total. Os mexilhdes apresentaram correlagdo significativa (Spearman) entre
ncentragio de Se nos tecidos moles ¢ o indice de condigio (IC). Todas as espécies estudadas apresentaram concen-
-» de TSe no tecido muscular e nos tecidos moles dentro dos limites aceitdveis pela OMS (1.5 pg.g”' em peso imido)

4= peixes e, também, nos tecidos moles de uma espéc

2 0 consumo humano.

figado de trés espécies

O figado foi o 6rgdo que apresentou as maiores concen-
Se no tecido muscular apresentou correlagao

o lavras-chave: selénio total, peixes e mexilhdo, Bafa de Guanabara, hdbito alimentar.

ABSTRACT

Selenium in tissues of marine organisms of Guanabara Bay, Brazil

This study assessed total selenium concentrations in the muscle
| = the soft tissues of a bivalve. The samples were digested with concentrated acid and analyzed by GF-AAS using Zeeman
in the muscle tissue samples were higher in carnivorous fish. The liver

\ samples of all studied fish species presented the highest total selenium concentration. The fish species presented a high

s

sackground correction. Concentrations of selenium

tissues and liver samples of three fish species and also

sositive correlation (Spearman) between their total lengths and total selenium concentration. A significant correlation was

Ay

sresented the selenium concentrations in the muscle tissue and in the soft tissue below the

“=r human consumption (1.5 pg.g™' in wet weight).

erved between the selenium concentration in the mussel soft tissues and the condition index (IC). All studied species

safety limit established by WHO

¥+ words: total selenium, fish and mussel, Guanabara Bay, feeding habit.

INTRODUCAO

O selénio (Se) é conhecido como um micronutriente

| =ssencial para a maioria dos animais, porém em concentragdes
| slevadas é considerado téxico (Chatierjee & Bhattacharya,

11 ). Hd grande interesse em entender o comportamento do
nos organismos marinhos devido a sua importincia

| Ssildgica e toxicolégica. Sdo poucos os trabalhos dedicados
{ 2o metabolismo e A acumulagdo do Se no meio ambiente

* Corresponding author: Tércia G. Seixas; e-mail: tercia@rdc.puc-rio.br.

aquitico, e seu ciclo biogeoquimico ¢ parcialmente conhecido
(Pelletier, 1985). Alguns estudos relacionados ao metabolismo
do Se nos produtores primdrios (Fries, 1982; Price et al., 1987)
e & acumulagiio do Se pelos consumidores (Fowler & Benayoun,
1976) forneceram algumas informagdes bésicas a respeito da
importancia e do papel desse elemento para a biota marinha.
Os bivalves e os peixes sdo reconhecidamente empregados
como biomonitores de Se em ambientes aquiticos (Chatterjee
& Bhattacharya, 2001). Peters et al. (1999) concluiram em
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RESUMO

As concentragdes de selénio foram determinadas em tecidos de diferentes organismos marinhos
coletados na Baia de Guanabara, entre 2000 ¢ 2003, Foram analisados o tecido muscular ¢ o figado
de 79 individuos de peixe com diferentes habitos alimentares, Micropogonias fitrnieri, Bagre spp.,
Mugil liza, (carnivoro, onivoro e iliofago) e os tecidos moles de 40 individuos de mexilhdo, Perna
perna, (filtrador). As amostras sofreram uma digestdo 4cida e foram analisadas por Absorgio
Atdmica com formo de grafite (GF-AAS) equipado com corretor Zeeman. O figado foi o drglo que
apresentou as maiores concentragdes de selénio para todas as espécies de peixe. As concentracdes
de selénio no tecido muscular foram mais elevadas no peixe carnivoro (0,12-1,25 ug.g” p.u). As
especies de peixe onivoro e 1l10fago apresentaram concentragdes de selénio no tecido muscular
similares, na faixa de < 0,05-0,18 pug.g™ p.u., e estas foram similares as encontradas nos tecidos
moles do mexilhiio (0,16-0,21 pg.g™ p.u). O tecido muscular mostrou ser o dnico tecido a sofrer
influéncia direta do habito alimentar. Os peixes camivoro e 1hofago apresentaram uma correlagiio
significante (Spearman) e posiliva entre a concentracio de selénio no tecido muscular e o
comprimento total dos individuos. O peixe carnivoro foi a unica espécie que apresentou uma
correlagio significativa entre as concentragdes de selénio nos dois tecidos analisados (musculo e
figado). O mexilhdo apresentou uma correlagfio significativa entre a concentragio de selénio nos
tecidos moles e o indice de condigio (IC). Néo foram observadas diferengas significativas (p<0,05)
entre as concentragdes de selénio nos tecidos moles dos mexilhdes entre os diferentes locais de
coleta dentro da baia. As espécies estudadas apresentaram concentragdes de selénio em seus tecidos
semelhantes as encontradas em ecossistemas considerados nfio impactados.

Palavras-chave: selémo, peixes, mexilhiio, Baia de Guanabara, habito alimentar.
ABSTRACT
Selenium In Tissues Of Four Marine Organisms From Guanabara Bay/Rj

Selenium concentrations were measured m dilferent marne organisms collected at
Guanabara Bay in different periods between 2000 and 2003. The muscle tissues and the hver of a

Tropical Oceanography, Recife, v. 33, n. 2, p. 205-218, 2005.
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22453-900 Rio de Janeiro-RJ, Brazil

*Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filhe, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
21941-902 Rio de Janeiro-RJ, Brazil

‘Centro de Biociéncias e Biotecnologia, Universidade Estadual do Norte Fluminense,
28013-602 Campos dos Goytacazes-RJ, Brazil

Neste estudo avaliou-se a i ia de alguns par 0s ecoldgicos e bioldgicos sobre a
acumulagio dos elementos-trago (As, Cd, Cu, Pb, See Ag) no figado de trés espécies de cetdceos,
sendo duas de hibito costeiro ( Pomtoporia blainvillei e Sotalia guianensis) e uma de hibito ocednico
(Stenella frontalis), que foram acidentalmente capturados na costa porte do estado do Rio de
Janeiro. Diferengas inter-espéceies foram observadas no padrio de acumulagio dos elementos-trago,
CdePb(512+074 pg g'e 21,25 1,35 ug g, respectivamentz). Entretanto, as trés espécies
de ceticeo, S. guianensis, P. blaimillei e S. frontalis apresentaram concentragdes hepiticas de
As, Cu e Ag similares. O sexo dos individuos ndo influin na bicacumulagio dos elementos. O
comprimento tofal influencion na acumulagio dos elementos-trago no figado de acordo com a
espécie de cetdceo. 5. guianensis, que co-habita 0 mesmo ambiente que a espécie P blainvillei,
apresenton uma diferenca significativa na concentragio hepdtica de selénio (20,70 £ 32,22 ug g e
3,24 £ 2,02 ug g, respectivamente). A partir dessas observagdes pode-se concluir que condigdes

bi is ¢ pard 08 bioldgicos, tais como comprimento total e principalmente a preferéncia

significati a acumulagio de elementos trago no figado dessas
espécies de cetdceos,

The present work tested whether ecological and biological parameters have an influence on
the acg ion of trace ek (As, Cd, Cu, Pb, Se and Ag) by the liver of three cetaceans
species: two species of coastal habit (Portoporia blaimvillei and Solalia guianensis) and ope of
oceanic habit (Stenella frontalis), that were incidentally caught in fishing nets along the north of
Rio de Janeiro coast. Inter-species difference was observed on the accumulation of Cd and Pb
(3.12£ 074 pg g’ and 21,25 £ 1.35 pg g, respectively). However, the three cetacean species,
5. guianensis, P. blainvillei and 5. frontalis presented similar hepatic concentrations of As, Cu
and Ag. No gender differences were found on the bioac ion of trace el Hepatic
trace element accumulation was influenced by body length, according to the cetacean species.
S. guianensis, which co-habits the same coastal marine environment that £ blainvilfes species,
presented a significant difference between hepatic selenium concentration (20.70 + 32.22 pg g
and 3.24 £ 2.02 ug g, respectively). Based on these results, it is possible to conclude that, not
only the different environmental conditions, but also total length and mainly the feeding habit
infl 1the lation of trace el by the liver of these cetacean species.

Keywords: trace elements, liver of marine dolphin species, biological parameters, Rio de
Janeiro coast, GF-AAS

Introduction contaminants and pollutants, such as, organic matter, oil and
also a great number of others compounds, including trace

The industrial and urban development observed in the elements, to the marine environment.™* Some elements
last decades greatly increased the fluxes of various chemical such as selenium, arsenic and copper are of ecological and
biological interest because they are required as essential

*e-mail: terciaguedes @ gmail com nutrients in low concentrations for marine organisms and

102

125


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0420972/CB


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0420972/CB

Anexos

EHEHEEB Y Y

EEEGHELEE

MPB 3981
30 December 2008 Disk Used

No. of Pages 6, Model 5G

Marine Pollution Bulletin s (2008) wo-oo

ELSEVIER

Contents lists available at ScienceDirect
Marine Pollution Bulletin

journal homepage: www.elsevier.com/locate/marpolbul

Baseline

Essential (Se, Cu) and non-essential (Ag, Hg, Cd) elements: What are their
relationships in liver of Sotalia guianensis (Cetacea, Delphinidae)?

Tércia G. Seixas *®*, Helena A. Kehrig®, Ana Paula M. Di Beneditto®, Cristina M.M. Souza ¢, Olaf Malm®,

Isabel Moreira®

? Departamento de Quimica, PUC-Rio, 22453-500 Rio de Janeiro, Rf, Brazil

® {aboratdrio de Radiotsdtopos Eduarde Penna France, IBCCF-UFRY, 21541-902 Rio de faneiro, BRI, Srazil
“Laboratdrio de Ci¥ncins Ambientais, CEB-UENF, 28013-602 Campos des Goytacazes, B, Brazil

Cetaceans are very sensitive to environmental changes and have

et al, 1994; Becker et gl, 1995; Dietz et al,, 1996; 0'Shea, 1999;

heen considered good bi icators of envi al c

‘Wosk et al, 2001; Roditi-Elasar et al, 2003; Ikemoto et al,

tion {Capelli et al., 20007 The analysis of tissues from different spe-
cies of whales and dolphins has been used as a tool for the
assessment of marine pollution by trace elements {Caurant et al,
1994; Woshner et ak, 2001; Kunito et al, 2004; Seixas et al,
2007a). These organi have high | ial for accumulating
some trace elements, such as selenium {Se), copper {(Cu), silver
{Ag) mercury (Hg) and cadmium (Cd), since they have relatively
long life spans, and generally occupy a high trophic level in the
marine food chain (Woshner et al., 2001; Kunito et al, 2004). They
present high hepatic concentrations of these elements that are re-
lated to the role played by the liver in terms of pollutant bio-trans-
formation, metabolizing nutrients and essential elements as well
as removing some non-essential elements and toxins from the
bloodstream {Frodello et al., 2000).

Selenium and copper are recognized as ial el for
the normal growth and metabolism of aquatic mammals {Eisler,
2000). Conversely, silver, cadmium and mercury are exogenous
and harmful elements, which accumulate during growth {Feroci
et al, 2005). Selenium is reported to have an antidotal action on
the toxic effects of some heavy metals, e.g. mercury, cadmium,
and copper. Although silver is not currently a major concern with
regard to toxicity in mammals, it has been of some interest due
to its interaction with selenium. The interaction of Ag wi’lb Se dif-
fers from other selenium-metal interactions in that silver can in-
duce symptoms of selenium deficiency {Becker et al,, 1995). Until
now, most studies have focused on the contamination status of
Se, Cu, Hg and Cd in liver of cetaceans (Caurant et al., 1994; Capelli
et al, 2000; Gerpe et al, 2002; Kunito et al., 2004; Seixas et al.,
2007a). However, few data are reported concerning the concentra-
tions of silver in cetaceans (Becker et al, 1995; Woshner et al,
2001; Kunito et al, 2004; Dehn et al., 2006). Furthermore, exten-
sive studies of Se, Cu, Hg, Cd and Ag concentrations in cetaceans
have been carried out in the Morthern Hemisphere (Caurant

* Corresponding author. Address: Departament
E o de Janeiro, R, Brazil Tel ffax: +55 21
E-mail address: terciaguedes®grmailcom [T.G. §

o de Quimica, PUC-Rio, 22453~
339,

s,

0025-326X/S - see front matter © 2008 Published by Elsevier Lud.
doiz10.1016/j. marpalbul 2008, 12005

2004; Dehn et al., 2006; Stockin et al., 2007) but relatively little
is known about contaminant levels in Southern Hemisphere ceta-
ceans (Gerpe et al., 2002; Bustamante et al., 2003; Kunito et al,
2004; Seixas et al., 2007a, 2008; Lavery et al., 2008

The ohjectives of this study were to: { 1) evaluate concentrations
of essential {Se, Cu) and non-essential {Ag, Hg, Cd) elements in li-
ver; (2] assess their hepatic inter-element relationships; and (3)
determine whether these hepatic element concentrations differ
with gender and body length in 19 individuals of Sotalia guinnensis
{estuarine dolphin) incidentally caught in fishing nets along the
Morthern Rio de Janeiro {Brazil) (~21°8 to 22°5) between 1998
and 2005 {Fig. 1.

The biological charnc/t\urislics of 5 guignensis are presented in
Table 1. The classification of 5. gufanensis individuals into three
classes of age, calves, young and adults, was based on data con-
cerning their body length {Table 1), as it was not possible to deter-
mine the age of all individuals in the basis of the growth layers of
teeth. According to Di Beneditto and Ramos (2004), the average
length at birth of these dolphin individuals occurs when they pres-
ent a body length between 86.0 and 117.5 cm. However, estuarine
dolphins from the northern Rio de Janeiro reach asymptotic length
when they are approximately 6-years-old and 180 cm (males) or 6-
years-old and 160 cm long {females) (bi Beneditto and Ramos,
2004}, In this study, only three individuals were classified as calves
as they presented body lengths up to 117.5 cm. Individuals of estu-
arine dolphins with a body length up to 160 cm {females) and
180 cm (males) were classified as young, while females longer than
160 cm and males longer than 180 cm were classified as adults,

Liver samples from 19 individuals of estuarine dolphins were
supplied by the Biological Specimen Banking from the Bioscience
and Biotechnology Center (UENF). After dissection, samples were
stored in identified individual pullyelhylene bags and kept frozen
(—20°C) until the freeze-drying process. They lost around 70% of
their water content.

In homogenized dry samples Cu, Cd, Se, Ag and total mercury
{Hg) were determined by atomic absorption spectrometry

tec I 1 of liver ples (~100 mg dry wt.) were acid

Pollut. Bull. (2008}, doi:10.1016/j.marpolbul.2008.12.005
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