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Resumo

Monteiro, Fernanda; Hauser-Davis, Rachel Ann; Saint’Pierre, Tatiana

Dillenburg. Estudo da distribuicdo subcelular e destoxificacdo

bioquimica elementar em duas espécies de golfinho do sudeste

Brasileiro. Rio de Janeiro, 2019. p. 116 Dissertagdo de Mestrado -

Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de

Janeiro.

Uma das formas de detectar a contaminacdo ambiental é pela anélise de
respostas bioquimicas, ou biomarcadores, de tecidos de organismos-sentinela,
como os mamiferos marinhos, uma vez que estes atuam como bioindicadores da
salide dos oceanos e de suas respectivas cadeias trdficas. A toninha (Pontoporia
blainvilei) e o golfinho-de-dentes-rugosos (Steno bredanensis) sdo animais com
longa expectativa de vida e estdo no topo da cadeia alimentar, sendo, portanto,
considerados indicadores adequados de contaminacdo ambiental. Neste trabalho
foram estudadas as concentracdes de metais e metaldides, tanto ndo-essenciais
quanto essenciais, em amostras de figado, rim e musculo de individuos de P.
blainvilei e S. bredanensis coletados na Regido dos Lagos e Norte Fluminense do
estado do Rio de Janeiro, através da técnica de espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Além das concentracdes totais, foram
avaliados como estes se distribuem nas diferentes fracbes subcelulares, obtidas a
partir de processos de extracdo diferencial. Além disso, foi avaliada também a
inducdo de metalotioneina (MT) e glutationa reduzida (GSH), consideradas
proteinas de resposta a este tipo de contaminacéo, por espectrofotometria na regido
do UV-visivel. Nao houve diferenca significativa entre as concentracdes de MT
encontradas nos trés tecidos analisados para ambas as espécies, nem para GSH em
P. blainvilei. No entanto, foi verificada uma diferenca significativa entre GSH de
figado e masculo em S. bredanensis. Como esperado, a concentra¢ao no figado foi
mais elevada, por este ser um 6rgdo metabolicamente ativo, além do principal 6rgéo
de destoxificagdo. Em P. blainvilei, elementos como Al, As, Cd, Cr, Mn, Pb e Ti,
apresentaram altas concentragdes nas fracoes termolabil e termoestavel de todos o0s
tecidos avaliados, indicando que grande parte destes analitos esta sendo
destoxificado por complexacdo com MT ou outras proteinas e compostos nao
enzimaticos. Outros elementos, como Ag, Cu, Fe, Hg, Ni, Se, Sn e Zn, embora
presentes nos individuos, apresentaram a maior parte de sua concentracdo na fragdo

insoluvel, indicando que, provavelmente, as vias preferenciais de destoxificacao
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destes elementos nesta espécie ndo sejam realizadas através de MT. Em S.
bredanensis, os metais Al e Cr também foram encontrados majoritariamente na
fracdo insolivel. Com relacdo as concentracGes totais desses metais, niveis
elevados para a maioria dos analitos foram observados em figado, rim e musculo
na espécie S. bredanensis. Diversas correlagdes estatisticamente significativas
foram observadas entre elementos néo-essenciais e essenciais em todas as fragoes
subcelulares, no figado e musculo de ambas espécies, atraves de uma analise de
componentes principais. Além disso, alguns efeitos protetivos foram postulados
contra elementos ndo-essenciais, avaliados a partir de célculos de razées molares.
Diferentes perfis foram observados para metaloproteinas contidas na fracéo
termoestavel destes individuos, através da técnica de cromatografia de alta
eficiéncia acoplada a ICP-MS (HPLC-ICP-MS), indicando acimulo dos metais e
metal6ides nos tecidos analisados, possivel perturbacdo da homeostase dos
elementos essenciais e tentativas de desintoxicacdo de metais ndo-essenciais por

diversas metaloproteinas.

Palavras-chave
Pontoporia blainvillei; Steno bredanensis; ICP-MS; SEC-HPLC; estresse
oxidativo; MT; GSH.
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Abstract

Monteiro, Fernanda; Hauser-Davis, Rachel Ann; Saint’Pierre, Tatiana

Dillenburg (Advisor). Study on the subcellular distribution and

elemental biochemical detoxification in two dolphin species from the

Brazilian Southeast. Rio de Janeiro, 2019. p. 116. Dissertacdo de Metreado

- Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catolica do Rio de

Janeiro.

One of the ways to detect environmental contamination is by analyzing
biochemical responses, or biomarkers, in sentinel species tissues, such as marine
mammals, as these animals act as bioindicators of ocean health and their respective
trophic chains. Porpoises (Pontoporia blainvilei) and rough-toothed dolphins
(Steno bredanensis) present long-life expectancy and are at the top of the food chain
and are, therefore, considered appropriate environmental contamination indicators.
In this study, environmental contamination by metals and metalloids, both non
essential and essential, was assessed by means of inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS), as well as their distribution in different subcellular
fractions, obtained from differential extraction processes analysis, in P. blainvilei
and S. bredanensis liver, kidney and muscle samples of individuals sampled from
in the Lakes and Northern Fluminense regions, in the state of Rio de Janeiro. In
addition, the induction of both metallothionein (MT) and reduced glutathione
(GSH) considered response proteins to this type of contamination, were also
assessed by spectrophotometry in the UV-visible region. No significant difference
between MT concentrations in the three analyzed tissues were noted for both
species. This was also observed for GSH in P. blainvilei. However, a significant
difference was observed between liver and muscle GSH in S. bredanensis, and, as
expected, liver concentrations were higher as this is a metabolically active and main
detoxification organ. In P. blainvilei, metals like as Al, As, Cd, Cr, Mn, Pb e Ti
were present in high concentrations in the thermolabile and thermostable fractions
of all evaluated tissues, indicating that a significant portion of these analytes is
being detoxified by complexation with MT or other proteins and non-enzymatic
compounds. Some metals, such as Ag, Cu, Fe, Hg, Ni, Se, Sn e Zn although
detected, were present mostly in the insoluble fraction, indicating that the preferred
detoxification pathways of these elements in this species are probably not
performed through MT. In S. bredanensis, Al and Cr were also detected in the

insoluble fraction. Regarding the total concentrations of these metals, high levels
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for most analytes were observed in S. bredanensis liver, kidney and muscle. Several
statistically significant correlations between toxic and essential elements were
observed in the liver and muscle of both species for all subcellular fractions, through
a principal component analysis. In addition, some protective effects were postulated
against toxic elements, evaluated from molar ratios calculations. Different profiles
were observed for metalloproteins contained in the thermostable fraction of these
individuals, using high efficiency chromatography coupled to ICP-MS (HPLC-
ICP-MS), indicating metal and metalloid accumulation in the analyzed tissues,
possible disturbance of elemental homeostasis and attempts to detoxify toxic metals
by several metalloproteins.

Keywords
Pontoporia blainvillei; Steno bredanensis; ICP-MS; SEC-HPLC; oxidative
stress; MT; GSH.
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1. Introducéo

1.1. Contaminacao ambiental e biomonitoramento

A partir do final do século XVIII, com a primeira revolucdo industrial, o
desgaste causado ao ambiente cresceu significativamente, dado que, com o
aumento da producao industrial, houve uma escalada exponencial na utilizacdo
de recursos naturais e na geracdo de residuos e rejeitos industriais que acabam
lancados no meio ambiente e levando, consequentemente, a problemas
ambientais, como a degradacdo dos corpos de agua e solos e deterioracdo na
gqualidade do ar. O desenvolvimento tecnoldgico esta diretamente relacionado com
a qualidade de vida e, consequentemente, com a evolucao tecnologica houve um
aumento na qualidade e expectativa de vida, resultando em crescimento
populacional que, por sua vez, impulsionou a expansao das atividades industrias
e, consequentemente, a um aumento dos despejos de rejeitos industriais no meio
ambiente levando, assim, a uma maior degradagao ambiental (Lusota, 2010).

Observou-se, no entanto, entre as décadas de 1960 e 1970, junto ao
aumento do grau e da velocidade de deterioracdo ambiental, um crescimento na
preocupacdo com a preservacao do meio ambiente. O congresso dos Estados
Unidos, por exemplo, ao longo da década de 1970, aprovou as primeiras
legislacdes regulando os impactos sobre aguas potaveis e poluicdo ambiental
(ACS, 2019).

Contaminantes que tém recebido bastante atencdo nas ultimas décadas
sdo 0s compostos organoclorados, metais, derivados de petrdleo e pesticidas,
todos conhecidos por sua toxicidade e persisténcia no ambiente, além de muitos
apresentarem potencial de bioacumulacdo e biomaginifagdo ao longo da cadeia
tréfica (Van Den et al.,, 2011; Censi et al., 2006; Suedel et al., 1994). Estes
compostos podem ser encontrados no ambiente devido a processos antropicos ou
naturais, como a exploragéo de petrdleo, mineragéo, erosao de solos, despejo de
residuos industriais, queimadas, aplicacdo de pesticidas e adubos em lavouras,
assim como intemperismo de rochas e erosdo natural do solo, respectivamente
(Esteves, 1988; Ramalho et al., 2000; Mortatti e Probst, 1998; Jordao et al., 1999;
Nriagu e Pacyna, 1988; ANP, 2010; Yabe e Oliveira, 1998).

Mais especificamente, os metais e metaloides estéo presentes usualmente
nos sedimentos em ambientes aquaticos, sendo também encontrados solGveis em

agua, uma vez gue as trocas entre essas fases sao dinamicas, tornando estes
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compostos biodisponiveis e capazes de serem incorporados a biota e, desta
forma, causar efeitos adversos ao longo da cadeia alimentar (Costa et al., 2008,
Shrivastava et al., 2003; Conceicdo, 2004). Estes contaminantes podem ser
classificados como ndo-essenciais ou essenciais. Elementos considerados néo-
essenciais, como Al, As, Pb, Hg e Sn, sdo aqueles que ndo apresentam funcdo
biolégica, e, portanto, ndo sdo necessarios no organismo, sendo que sua
presenca pode causar efeito adversos, ainda que presentes em pequenas
quantidades (Forstner, 1999). Ja os elementos considerados essenciais, como
Co, Ni, Se e Zn, participam de diversos processos no organismo e suas
deficiéncias podem ocasionar disfuncdes imunolbégicas. Entretanto, em
quantidades acima do necessério, estes mesmos elementos essenciais também
podem se tornar toxicos (Santos et al., 2005). Além disso, a toxicidade de um
elemento depende, também, da forma quimica na qual este se encontra, assim
como da quantidade do mesmo que foi absorvida pelo organismo. Alguns
elementos como Hg, As, Cd e Pb ndo sao toxicos quando em suas formas
elementares ainda que, quando associados a cadeias de carbono ou em forma de
cations, podem ser considerados perigosos (Melo, 2003; Baird, 2002).

Tendo em vista os efeitos adversos que os contaminantes, tanto organicos
guanto inorganicos, podem causar, € necessario que estudos de monitoramento
em areas contaminadas sejam realizados. Uma das estratégias usadas para este
fim é conhecida como biomonitoramento, que consiste na avaliagcdo da qualidade
ambiental ao longo de um determinado periodo de tempo em uma regido pré-
determinada, utilizando respostas de organismos bioindicadores para avalliar e
monitorar mudangas ocorridas no ambiente (Lima, 2000; Souza e Fontanetti,
2007).

Durante o biomonitramento, séo avaliados organismos bioindicadores, que
podem ser espécies, populacbes ou comunidades bioldgicas cuja presenca,
abundéancia e/ou condicdes de saude fornecam informacdes sobre a condicédo
ambiental de uma determinada &area. Estes organismos podem apresentar
correlagbes diretas com fatores ambientais, e suas reacfes a contaminacao
ambiental estdo relacionadas diretamente as condicdes fisicas, quimicas e
biol6gicas do ambiente, assim como as condicdes fisioldgicas, morfologicas e
nutricionais dos individuos (Bagliano, 2012). Ja o uso de biomarcadores, definidos
como substancias, produtos de biotransformagdo ou mudangas biogquimicas
precoces em tecidos ou fluidos bioldgicos, indica a intensidade da exposi¢do a

substancias quimicas sofrida por um organismo (Amorim, 2003).
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1.2. Mamiferos marinhos como sentinelas da salde dos oceanos

Mamiferos que habitam majoritariamente o oceano e/ou dependem deste
para se alimentar sdo denominados mamiferos marinhos, grupo este que inclui os
golfinhos (Jefferson, Webber, Pitman, 2015). Estes animais sdo considerados
excelentes espécies sentinelas quanto a satde dos oceanos, uma vez que sao
capazes de viver por muitos anos e sao, em sua maioria, predadores topo de
cadeia no ambiente aquatico. O estudo destes individuos permite avaliacfes
quanto a bioacumulacao e biomagnificacéo de diversos contaminantes, incluindo
metais e metaloides (Baptista, et al. 2016; De Moura, et al., 2014).

Os mamiferos marinhos apresentam alta proximidade fidedigna com os
seres humanos, uma vez que, além de ambos estarem no topo da cadeia
alimentar, apresentam absorcdo de contaminantes praticamente exclusivamente
da sua alimentacdo, sendo a absorcdo destes compostos pela respiracdo
considerada insignificante (Augier et al., 1993; Gray, 2002). O habitat natural
destes animais vem sofrendo diversos tipos de ameacas, devido a sua
contaminacdo por diferentes substancias quimicas. Desta forma, os mamiferos
marinhos podem ser entdo utilizados em estudos de biomonitoramento como
bioindicadores das condi¢gbes ambientais de ecossistemas aquaticos, assim como
dos efeitos adversos decorrentes da contaminagdo por metais e compostos
organicos, que incluem doencas infecciosas, falhas reprodutivas e altas taxas de
mortandade (Morales, 2007; Tanabe, 2002; Siciliano et al., 2005; Moura, 2009).

Em mamiferos marinhos, érgados como figado e rins sdo considerados os
principais o6rgdos de destoxificacdo, filtracdo e eliminacdo de toxinas e,
geralmente, apresentam elevadas concentragdes de contaminantes. O musculo,
por outro lado, é o principal tecido de acumulacdo de contaminantes,
possivelmente indicando sobrecargas nos orgdos excretores (Seixas, 2008,
Souza et al, 2018). Nas ultimas décadas, as analises dos tecidos de varias
espécies de mamiferos marinhos vém sendo utilizadas na avaliacdo da poluicao
marinha por metais e contaminantes organicos no mundo todo, demonstrando que
os mamiferos marinhos sao diretamente afetados pela degradacdo e a
contaminacdo do ecossistema marinho. Exemplos destes estudos de
biomonitoramento com golfinhos incluem os trabalhos realizados por Beck e
colaboradores (1997) em amostras de Tursiops truncatus (golfinhos-nariz-de-
garrafa) encalhados na Carolina do Sul, Bennett e colaboradores (2001), acerca
de possiveis doengas infecciosas oriundas da exposi¢cdo a metais em Phocoena

phocoena (golfinhos-do-Porto) na Inglaterra e Pais de Gales, Kehrig e
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colaboradores (2016) sobre o acumulo de Se e Hg em figado e muasculo de
Pontoporia blainvillei (toninha) e Sotalia guianensis (boto cinza) e Lavandier e
colaboradores (2019), que analisaram a presenca de bifenilas policloradas e
polibromadas em figados e musculos de Tursiops truncantus (golfinho nariz de

garrafa) e Stenella frontalis (golfinho pintado do atlantico).

1.3. Niveis e comportamento de metais subcelulares como
ferramenta para avaliar possiveis efeitos toxicos destes
contaminantes

Diversos estudos analisando as cargas totais de metais em mamiferos
marinhos tém sido realizados nos ultimos anos, como por exemplo os trabalhos
realizados por Mapunda e colaboradores (2017) em rins, figado e pulmes de
Tursiops aduncus (golfinho roaz) da Tanzania, Meng-Hsien e colaboradores
(2017) em musculo, pulmao, figado e rim de Grampus griseus (golfinho-de-risso),
Lagenodelphis hosei (golfinho de Fraser), Stenella attenuata (golfinho pintado
pantrocinal) e Kogia simus (cachalote-an&do) do Oceano Pacifico Ocidental e Xiang
e colaboradores (2017) na epiderme, musculo e figado de Sousa chinensis
(golfinho branco chinés) encontrados na costa da China. No entanto, a maioria
desses estudos avaliam apenas as quantidades totais de metais e néo investigam
a biodisponibilidade intracelular desses contaminantes. Uma vez que esses
elementos atravessam a membrana celular, podem sofrer compartimentalizacdo
e destoxificacdo, afetando sua biodisponibilidade e, consequentemente, o
potencial destes contaminantes de causar efeitos deletérios, uma vez que os
metais insolUveis ndo sdo capazes de causar esses feitos. Isto indica que as
quantidades totais ndo sao uma maneira confiavel de expressar contaminacao
ambiental e possiveis efeitos toxicos (Mariji¢ et al., 2016; Decataldo et al., 2004).

Algumas proteinas encontradas na fragdo citosllica, como a
metalotioneina (MT) e a Glutationa reduzida (GSH), sdo conhecidas por sua
importancia na toxicocinética intracelular de metais e s&o, geralmente,
responsaveis pela sua destoxificacdo por meio de complexa¢do com 0s mesmos.
Embora alguns metais presentes na fracdo sollvel possam ser destoxificados
através da MT ou por proteinas similares, a maioria ainda pode permanecer
disponivel e ser capaz de interagir com diferentes componentes celulares, levando
a efeitos adversos nestes organismos (Mariji¢, et al. 2016; Decataldo et al., 2004).

Dessa forma, a determinacdo de cargas subcelulares de metal e metaldides tem
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sido recomendada, de modo a melhor avaliar os resultados de contaminacéo por

metais em mamiferos marinhos.

1.4. Estresse oxidativo em organismos expostos a metais

As alteracdes nos niveis de proteinas de alguns érgéos, como figado e rim,
sdo capazes de indicar a inducao ou inibicdo de certas proteinas e/ou enzimas,
de forma que niveis elevados podem sugerir a sintese de enzimas de
biotransformacdo, que podem auxiliar no processo de destoxificacdo do
organismo, tornando-se, portanto, importantes na avaliagdo de efeitos subletais
de contaminantes ambientais em organismos aquaticos (Hauser-Davis, 2013;
Hauser-Davis et al., 2014).

Os metais sdo capazes de inativar enzimas e desnaturar proteinas, assim
como alterar diversas atividades celulares, podendo, também, levar ao estresse
oxidativo, uma vez que a presenca desses contaminantes no organismo estimula
a producéo de radicais livres por meio da combinacédo de radicais hidroxila ou de
outros radicais reativos intracelulares (Ferreira e Matsubara, 1997; Jesus e De
Carvalho, 2008).

As espécies reativas de oxigénio (ROS), como OH", Oz e H,0,, possuem
funcbes biolégicas no organismo e estdo envolvidas em processos de producdo
de energia, regulacdo do crescimento celular, fagocitose e sintese de substancias
biol6gicas consideradas importantes. No entanto, quando em concentracdes
excessivas no organismo, podem ocasionar efeitos adversos como, por exemplo,
a peroxidacdo dos lipidios de membrana celular (Barreiros e David, 2006). O
estresse oxidativo ocorre devido a presenca excessiva destes radicais dentro da
célula, sendo entdo caracterizado pelo desequilibrio entre os compostos oxidantes
gerados por stress celular e os sistemas de defesa antioxidantes, quando os
mecanismos de defesa celular ndo sdo capazes atuar, devido a presenca
excessiva de radicais livres (Ramos et al., 2000). Algumas defesas antioxidantes
incluem a atuacdo da Superdoxido Dismutase (SOD), a Catalase (CAT), a
Glutationa S-tranferase (GST), a Glutationa Peroxidase (GPx), a Glutationa
reduzida (GSH), a Glutationa Redutase (GR), o &cido ascorbico (vitamina C) e o
a-tocoferol (vitamina E) (Hermes-Lima, 2004).

A GSH é um tripeptideo com capacidade antioxidante. Entre suas
principais fungdes no organismo esté seu envolvimento em processos metabdlicos
e de transporte, prevencao contra a formagéo de radicais livres e equilibrio redox

da célula, além de auxiliar na defesa celular pela biotransformagéo e eliminacao
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de xenobibticos (Canesi et al., 1999; Leonard et al., 2004; Huber et al., 2008;
Lushchak, 2012). Este grupamento atua como captador de espécies reativas de
oxigénio e metais, servindo como substrato em reacfes de reducdo-oxidacao,
especialmente para ions de cadmio (Cd) (Damasceno et al., 2002). Em diversos
estudos em organismos aquaticos, a quantificacdo da GSH tem sido utilizada
como biomarcador protéico de estresse oxidativo em relacdo a presenca de
contaminantes, como hidrocarbonetos e metais (Hauser-Davis, 2008), como por
exemplo, no trabalho realizado por Zhang e colaboradores (2004) e Ji e
colaboradores (2012), sobre a alteragdo da concentracdo de GSH em peixes apés
exposicdo a contaminantes organicos. Estudos a respeito do comportamento da
GSH em animais, como golfinhos, também ja foram realizados, e sua relacao com
metais (Kehrig et al, 2016; Macfarlane et al., 2006; Vijayavel e Balasubramanian,
2006). Dessa forma, estudos anteriores demonstram que este tripeptideo se
mostra alterado quando animais sdo expostos a diferentes tipos de
contaminantes, apresentando potencial como um biomarcador de contaminacgéo
ambiental em organismos aquaticos.

A metalotioneina (MT), identificada pela primeira vez em 1957, em cavalos,
tem sido foco de varios estudos quanto ao seu papel no organismo. Inicialmente,
essa metaloproteina de baixo peso molecular (6-7 kDa), foi identificada devido a
sua capacidade de se ligar ao Cd, com sua afinidade por ions metdlicos dos
grupos IB e |IB da tabela periédica reconhecida, posteriormente. Entre suas
principais funcbes no organismo, ela é responsavel pela homeostase de metais
essenciais e pela destoxificagdo de elementos ndo-essenciais e de elementos
essenciais em excesso (Sarkars et al., 2006; Monserrat et al., 2007; Viarengo et
al., 2007; Freire et al., 2008.; Motta, 2012). Diversos estudos sugerem que esta
metaloproteina esta diretamente relacionada com a exposi¢do do organismo a
metais, reportado para peixes, mexilhdes, golfinhos e outros. Desta forma, estas
podem ser aplicadas como biomarcadores quanto a exposicdo a esses
contaminantes sendo, portanto, utilizadas como ferramenta em estudos de
biomonitoramento (Linde et al., 1999; Nicholson e Lam, 2005; Monserrat et al.,
2007; Viarengo et al., 2007; Freire et al., 2008; Kehrig et al., 2016).
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1.5. Técnicas analiticas utilizadas em estudos biomonitoramento

1.5.1. Espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS)

Entre as diversas técnicas analiticas disponiveis atualmente para a
guantificacdo de metais e metaloides, a Espectrometria de Massas com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-MS) é uma das que mais se destaca, uma vez que
€ multielementar, com capacidade de detectar aproximadamente 70 elementos
diferentes, além de possuir alta sensibilidade, aliada a alta resolugéo espectral,
para determinagédo isotopica multielementar, e baixos limites de detecgéo (Analytik
Jena; Machado et al., 2017).

Um equipamento de ICP-MS é constituido por uma fonte de energia, neste
caso o plasma, um sistema de introducdo de amostra, interface, lentes idnicas,
separadores de massa e um detector. No sistema de introducéo de amostra estédo
o nebulizador, que geralmente utiliza um fluxo de gas nebulizador para criar um
aerossol, a partir da solucdo do analito, e a cAmara de nebulizacdo que seleciona
uma pequena porcentagem do aerossol, geralmente uma porcentagem inferior a
5% da amostra, correspondente também a sua fragdo mais homogénea, que sera
levada ao plasma para ser atomizada, de forma que chegue analito suficiente,
mas que nao existam particulas muito grandes que apaguem o plasma. A tocha é
composta de quartzo e auxilia no direcionamento do plasma, que é gerado por
uma bobina de Tesla. Esta Ultima, por sua vez, é formada por trés tubos
concéntricos, por dentro dos quais passa um fluxo de argénio. O fluxo de argénio,
gue é o gas mais frequentemente utilizado para a geracdo do plasma, se da na
sec¢do mais externa, o fluxo do gas auxiliar, que tem como objetivo resfriar o
equipamento e impedir o superaquecimento de qualquer peca, se da na secao
intermediaria e, na secdo mais interna, se d4 o fluxo do aerossol contendo a
amostra. A interface € composta pelo amostrador, skimmer e parador de fétons,
gue permitem que a pressao dentro do equipamento seja reduzida sem causar
espalhamento dos cations, permitindo entéo a existéncia do ICP-MS. O separador
de massas € o responsavel por separar 0os cations, a partir de suas razdes
massa/carga (Giné, 1998; Boss e Fredeen, 1997, Thomas, 2002; Giné-Rosias,
1999; Chaves, 2008).

E possivel introduzir amostras sélidas, liquidas e gasosas em um ICP-MS,

no entanto as amostras liquidas sdo mais comumente utilizadas devido ao fato de
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gque estas apresentam, normalmente, mais homogeneidade, além de serem mais
faceis de manipular (Montaser, 1998; Giné-Rosias, 1999).

O analisador de massas do tipo quadrup6lo gera um campo de corrente
continua, criado pela alternancia dos pares de hastes entre radiofrequéncia e
tensdo. Quando uma tensdo especifica € ampliada nas hastes o analito de
interesse, ou seja, agquele que responde aquela tensdo devido a sua razao
massa/carga, se orienta no meio das quatro hastes até o detector, enquanto os
analitos que possuem diferentes razbes massa/carga sao eliminados pelos
espacos entre as barras. No detector, o analito se choca com diodos, que
convertem o sinal em um pulso elétrico (Thomas, 2002).

Esta técnica tem sido muito utilizada para quantificar elementos ‘nao-
essenciais e essenciais em organismos aquaticos sendo, dessa forma, uma
ferramenta valiosa na deteccdo de impactos ambientais. Além disso, € uma
técnica versatil, que permite seu acoplamento com outras técnicas analiticas, de

forma que seja possivel realizar estudos aprofundados (Michalke, 2002).

1.5.2. Hifenagcdo SEC-HPLC-ICP-MS

Uma das técnicas analiticas que podem ser acopladas ao ICP-MS ¢é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia — ou HPLC (do inglés, Hight performace
liquid chromatography), que permite a separacdo de varias substancias, a partir
de diferentes velocidades de migracdo e afinidade pela fase mével e/ou fase
estacionaria. Com essa técnica, € possivel realizar a separacdo de diversos
compostos, presentes nos mais variados tipos de amostras (Collins et al., 1995;
Garcia De Aragjo et al., 2007).

O equipamento de HPLC é constituido por um reservatdrio de solventes,
no qual sdo encontrados os solventes da fase movel; um sistema de bomba,
responsavel por impulsionar os solventes da fase movel, uma coluna
cromatogréfica, na qual ocorre a separagdo dos analitos presentes na amostra;
um injector e um detector (Collins et al., 1995; Gil, 2007).

O acoplamento SEC-HPLC-ICP-MS é definido quando se utiliza o ICP-MS
em conjunto ao HPLC e colunas de exclusdo por tamanho (do inglés, size
exclusion cromatography — SEC, em traducéo livre), que séo bastante utilizadas
nos processos de separacdo de biomoléculas. As colunas do tipo SEC geralmente
séo utilizadas para a separacdo inicial de proteinas e peptideos contidos em uma
fracado ja purificada da amostra e sdo, mais comumente, detectadas por absorgéo

na faixa ultravioleta-visivel (UV-Vis). Nesse tipo de método nédo € esperado que
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haja alteracdes nos analitos ao passar pela coluna, o que o torna um método muito
vantajoso (Shaumloffel, 2007; Tastet et al., 2008).

Esta técnica vem sendo usada para caracterizar metaloproteinas em
diferentes tecidos de organismos vivos, como bilis, baco, rim, figado, coracéo e
muasculo de peixes e mamiferos (Gonzéalez-Fernandez et al.,, 2008; Gonzalez-
Fernandez et al., 2011; Hauser-Dauvis et al., 2012).

A técnica de acoplamento SEC-HPLC-ICP-MS esta em constante
evolugdo na area de estudos de biomoléculas, dado que permite a separacao dos
analitos de interesse em suas formas quimicas constituintes, levando a
identificacdo de diferentes fracbes de amostras proteicas e possui diversas
vantagens como, por exemplo, menor contaminacdo das amostras, analises mais
rapidas, menos perdas de amostras, maior reprodutibilidade em comparacéo a
outros métodos e menores riscos de oxidacdo ou degradacao das amostras por
bactérias (Michalke, 2002).

1.5.3. Espectrofotometria

A técnica analitica que com base a medicdo de radiagdo transmitida ou
absorvida é conhecida por espectrofotometria. As faixas de radiagdo mais
comumente empregadas nessa técnica sao as regides do visivel (400-800 nm) ou
ultravioleta (200-400 nm) do espectro eletromagnético (Settle, 1997; Gore, 2000).

O equipamento conhecido por espectrofotbmetro é formado por uma fonte
estavel de energia, geralmente uma lampada de deutério e de tungsténio para a
absorcéo molecular ou uma lampada de catodo oco para absorcdo atbmica, um
recipiente transparente, conhecido como cubeta, para conter a amostra; um
monocromador, responsavel por selecionar o comprimento de onda utilizado
durante a andlise e minimizar interferéncias, e um detector (Skoog et al., 1998).

A espectrofotometria na regiao UV-Vis é considerada uma técnica analitica
robusta e de baixo custo apresentando, também, alta sensibilidade e podendo ser
empregada para os mais variados tipos de amostras e/ou andlilses (Rocha e
Teixeira, 2004). Dessa forma, essa técnica vem sendo bastante utilizada na
guantificacdo de proteinas e atividades enzimaticas, sendo assim uma ferramenta
importante nos estudos de contaminagdo ambiental (Bastos et al., 2013; Lavradas
et al., 2014).
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2.

2.1.

Objetivo

Objetivo geral

Avaliar a distribuicdo subcelular de metais, metalbides e proteinas

biomarcadoras em diferentes 6érgdos/ tecidos de duas espécies de golfinho,

toninha (Pontoporia blainvillei) e golfinho-de-dentes-rugosos (Steno bredanensis),

da costa do estado do Rio de Janeiro, Brasil.

2.2.

Objetivos especificos

Avaliar a distribuicdo subcelular de Ag Al, As, Cd, Cr Cu, Fe, Hg, Mn, Ni,
Pb, Se, Sn, Ti e Zn em figado, rim e muasculo de Pontoporia blainvillei e
Steno bredanensis coletados ao longo da costa do estado do Rio de
Janeiro;

Avaliar os processos de destoxificacdo desses metais nos orgaos/tecidos
os individuos coletados;

Determinar as concentracdes de MT e GSH em figado, rim e musculo dos
mesmos individuos por espectrofotometria UV-Vis;

Caracterizar as metaloproteinas termoestaveis presentes em figado, rim e
musculo dos golfinhos por acoplamento HPLC-ICP-MS;

Realizar analises estatisticas para comparagfes das concentracdes de
metais, metaloides e proteinas nos golfinhos, assim como as possiveis
correlagbes entre as concentracdes de metais e metaldides com as
concentragdes das proteinas;

Calcular as razdes molares a partir das correlagfes significativas entre

metais ndo-essenciais e essenciais e inferir possiveis efeitos protetores.
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3. Metodologia

3.1. Local de amostragem

A regido de estudo abrange aproximadamente 300 km do litoral do estado
do Rio de Janeiro, que possui extensao total de 635 km, e situa-se entre a regido
dos Lagos e o litoral da regido Norte Fluminense.

Composta por nove municipios, a regido dos Lagos tem como principal
polo econbmico a cidade de Cabo Frio, com populacdo estimada em 216.030
habitantes para o ano de 2017. Por sua vez, a regido Norte Fluminense é
constituida por 10 municipios, cuja populacdo representa cerca de 10 % da
populagdo estadual, concentrada especialmente em seus polos regionais:
Campos dos Goytacazes e Macaé, com populacdes estimadas, para o ano de
2017, em 490.228 habitantes e 244.139 habitantes, respectivamente (IBGE
CIDADES, 2017).

As regibes estudadas apresentam alto indice crescimento econémico e
correspondem a, aproximadamente, 20 % do PIB do estado do Rio de Janeiro,
sendo o PIB do Norte Fluminense o maior do estado, menor apenas que o da
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro (IBGE Cidades, 2017). Dentre os setores
da atividade econdmica, a industria é o que compde a maior parcela do PIB dessa
regido. Devido a localizacéo ao longo da faixa litorAnea que emoldura a bacia de
Campos, grande parte da renda e da producgédo local est4 diretamente atrelada a
cadeia produtiva do petréleo e seus derivados (SEBRAE/RJ, 2015). Isto é
interessante, pois, de acordo com Sun e colaboradores (2017), com o crescimento
econdmico de uma determinada regido e a presenc¢a de industriais da cadeia
produtiva do petroleo, é possivel que a contaminacdo por metais na regiao
aumente significativamente, consequentemente, aumentando seus possiveis
efeitos deletérios na biota.

A Figura 1 marca os pontos de coleta das amostras de golfinhos utilizadas
no presente estudo, passando pelos municipios de Araruama, Arraial do Cabo,
Cabo Frio, Armacao de Buzios, Cassimiro de Abreu, Quissamd, Campos dos

Goytacazes, Sao Jodo da Barra e Sao Francisco de Itabapoana.
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Figura 1. Locais de coleta de amostra. Fonte: Autoria prépria, (ARCGis online 2018).

3.2. Espécies estudadas
3.2.1. Toninha (Pontoporia blainvillei)

A distribuicdo geografica da Toninha se da ao longo da costa leste da
América do Sul (Figura 2), passando pelos paises Brasil, Argentina e Uruguai,
entre o Golfo de Sao Matias e o estado do Espirito Santo, algumas vezes sendo
encontrada no estuario do rio da Prata. No entanto essa distribuicdo ndo é
continua, sendo reportado que essa espécie € rara ou ausente na regido
central/norte do estado do Rio de Janeiro e no sul do estado Espirito Santo (IUCN,
2018).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1712620/CA


PUC-RIo- CertificagaaoDigital N° 1712620/CA

27

Figura 2. Distribuicdo global da Toninha. Fonte: Siciliano et al. (2006).

A Toninha (Figura 3) apresenta um padrao de coloragéo consistente, tendo
a parte superior cinza escuro e a parte inferior variando entre marrom claro e cinza
claro. Duas formas distintas desta espécie sdo observadas na natureza ao longo
de sua area de distribui¢cdo, sendo as que vivem na regido norte menores do que
as que vivem no sul. Os machos, que atingem um comprimento de 1,63 m, sédo
menores do que as fémeas, que podem atingir 1,77 m. A expectativa média de
vida é em torno de 10 anos, embora machos possam viver até 15 anos e fémeas,
21 anos (Jefferson, Webber e Pitman, 2015).

Figura 3. Toninha. Fonte: Adaptado de Jefferson, Webber e Pitman (2015)

7

Como sua observagdo na natureza € rara, o comportamento da espécie foi

escarcamente registrado, resultando em poucos dados disponiveis a respeito
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deste. Algumas das caracteristicas comportamentais conhecidas sdo os habitos
solitarios, coexistindo em grupos de, no maximo, 15 individuos, tendéncia a evitar
embarcacles e o fato de ndo apresentarem habitos migratérios, muito embora
tenham sido observadas movimentacdes entre o litoral e o alto mar em
determinados periodos do ano (Jefferson, Webber e Pitman, 2015).

Normalmente se alimentam de peixes de aguas rasas e crustaceos, sendo
que durante a juventude costumam se alimentar regularmente de camardo e
durante a vida adulta tendem a comer mais peixes. Costumam ser presas de
grandes tubardes e orcas. Devido ao fato de diversas vezes ser alvo de pesca
acidental, além da degradacao e poluicao do ambiente aquético, sendo assim uma
considerada uma espécie em extin¢ao (Jefferson, Webber e Pitman, 2015; IUCN,
2018).

3.2.2. Golfinho-de-dentes-rugosos (Steno bredanensis)

O golfinho-de-dentes-rugosos € distribuido pelos oceanos Atlantico,
Pacifico e Indico, normalmente habitando aguas profundas nas regides tropicais
e subtropicais do planeta (Figura 4), no entanto j4 foram reportados espécimes
em regides costeiras no Brasil e na Africa. As regides do Golfo do México e Caribe

também ja foram citadas como habitat para esta espécie (IUCN, 2018).

¥ »*

Figura 4. Distribuicdo do golfinho-de-dentes-rugosos no mundo. Fonte: Adaptado de Campos et al.
(2011).

Fisicamente, o golfinho-de-dentes-rugosos (Figura 5) é caracterizado por
ser um animal robusto com uma cabeca longa e cénica. Quanto a sua coloracgéo,

apresenta trés cores, cinza escuro, presente na maior parte do corpo, cinza
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intermediario nas laterais e branco no maxilar, barriga e labios, além de algumas
manchas. Os individuos mais novos sdo mais claros e ndo costumam ter as
manchas brancas. Quando adultos, podem medir até 2,80 metros e pesar até 155
kg, sendo os machos maiores do que as fémeas. E considerada uma espécie
relativamente facil de ser identificada quando vista de perto, devido a

especificidade de suas caracteristicas fisicas (Jefferson, Webber e Pitman, 2015).

Figura 5. Golfinho-de-dentes-rugosos: Adaptado de Siciliano e Flach (2007).

Normalmente, esta espécie é encontrada em grupos de 20 individuos,
embora ja tenham sido observados grupos de até 100 animais. Sua dieta é
composta por lulas, polvos e peixes, como, por exemplo, o Coryphaena hippurus,
popularmente conhecido como dourado-do-mar (Jefferson, Webber e Pitman,
2015).

Embora essa ndo seja a espécie de golfinho tropical mais comum, ela
também néo pode ser considerada uma espécie ameagada, uma vez que nao sdo
conhecidas pescarias que foqguem nesse animal em especifico, embora possam
ocorrer capturas acidentais do mesmo. Uma vez que ndo existem muitas
informacg0des acerca da biologia, tamanho populacional, subdivisées da populagéo
e comportamento migratério desta espécie, ela pode ser considerada uma espécie
data deficiente, mostrando assim a necessidade de mais estudos sobre este
animal (IUCN, 2018).

3.3. Coleta e processamento de amostras

A coleta das amostras foi realizada pelo Grupo de Estudos de Mamiferos,
Aves e Répteis Marinhos e Costeiros da Regido dos Lagos (GEMM-Lagos),
coordenado pelo pesquisador da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) Dr.
Salvatore Siciliano, entre os anos de 2001 e 2012. Todas as coletas se deram a
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partir do monitoramento de praias pertencentes ao litoral Norte Fluminense e a
Regido dos Lagos, com autorizacao do SisBio, sob a licenca 19665-1.

Durante o processo de coleta, o sexo dos espécimes foi determinado
através da observacao de fendas genitalia, anal e mamaria. As amostras foram
extraidas com o auxilio de uma faca de aco inox e armazenadas em tubos de
polipropileno com capacidade para 50 mL ou frascos de vidro a -20 °C. Para
melhor preservacdo das amostras estas foram congeladas a -80 °C por e em
seguida encaminhadas para um liofilizador até total secagem das amostras
(Lemos, 2012; Lavandier, 2019).

Todos os dados referentes as amostras utilizadas neste estudo esté@o
dispostos nas Tabelas 1 e 2. Para algumas amostras nao foi possivel determinar
o sexo do animal, devido ao estagio de decomposi¢do que estes se encontravam
guando houve a coleta. Nestes casos, 0 sexo foi identificado como néao definido
(ND).
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Amostrac Codigo Orgao Data de obtencédo Modo de obtencgéo Local Sexo CT (cm)
Masculo Figado Rim

GEMM 236 P1 X 12/11/10 Encalhe Farol de Sdo Thomeé, CG M 119

GEMM 358 P2 X 16/01/12 Captura Acidental Praia do Acu, SJB ND 125

GEMM 363 P3 X 29/01/12 - Praia das Flexeiras, QU ND 89

GEMM 364 P4 X 30/01/12 - Praia do Visgueiro, QU ND 115

GEMM 376 P5 X 05/03/12 Encalhe Praia dos Anjos, AC M 123

GEMM 410 P6 X 28/08/12 Encalhe Barra do Furado, CG ND -

GEMM 414 P7 X 31/08/12 Captura Praia das Flexeiras, QU - -

GEMM 426 P8 X 23/09/12 Captura Praia de Flexeiras, QU - -
6A01-

680/MCOL P9 X 14/11/12 - QU - -

GEMM 428 P10 X 25/09/12 Captura Praia do Visgueiro, QU M -
6A03-

699/MCO1L P11 X 15/10/12 - QU - -
6A00-

1389/Mco1 Y2 X X X i ) ] ] ]

F — Fémea. M — Macho. ND — Nao definido. AC — Arraial do Cabo. QU — Quissama. CG — Campos dos Goytacazes. SJB — Sao Jodo da Barra. CT — Comprimento total.
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Amostra Cddigo Orgao ; PEIE d~e HBEIE ole Local Sexo oy
Mlsculo Figado Rim obtencé&o obtencdo (cm)
GEMM 80 S1 X X 24/06/2005 Encalhe Praia de Tucuns, AB F 267
GEMM 99 S2 X 30/04/2006 Captura Acidental Praia do Foguete, CF M 260
GEMM 100 S3 X 30/04/2006 Encalhe Praia do Foguete, CF ND 250
GEMM 107 S4 X 08/07/2006 Encalhe Prainha, AC M 272
GEMM 121 S5 X X 28/03/2007 Encalhe Prainha, AC M 274
GEMM 150 S6 X 07/08/2008 Encalhe Praia Seca, AR ND 240
GEMM 166 S7 X 04/05/2009 Encalhe Praia do Forte, CF ND 260
GEMM 237 S8 X 14/11/2010 Encalhe Praia do Forno, AC ND 200
GEMM 301 S9 X X 08/06/2011 Captura Acidental  Praia dos Antunes, Praia Seca, AR M 255
GEMM 320 S10 X X 17/08/2011 Encalhe Praia do Foguete, CF F 260
GEMM 327  S11 X X X 08/09/2011 Encalhe Praia do Pesqueirinho, Morro do F 280
Vigia, Praia do Pero, CF
GEMM 328 S12 X X 16/09/2011 Captura Acidental Praia Rasa, AB F 264
BB 500 S13 X X 2005 Norte Fluminense F 270

F — Fémea. M — Macho. ND — N&o definido. AB — Armacao de Blzios. AC — Arraial do Cabo. CF — Cabo Frio. AR — Araruama. QU — Quissama. CT — Comprimento total.
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Portanto, o nimero total de amostras musculo, figado, rim para cada

espécie foi:

e Toninha — 8 musculos, 5 figados e 1 rim;

¢ Golfinho-de-dentes-rugosos — 10 musculos, 8 figados e 3 rins.

3.4. Extracédo das diferentes fracdes celulares das amostras

O procedimento de extracdo da MT foi realizado de acordo com o método
de Erk et al. (2002), com adaptacdes. Para a extracdo das metalotioneinas, foram
pesados 150 mg de cada amostra liofilizada em micro-tubos de polipropileno
estéreis com capacidade para 2 mL, que foram homogeneizados por exatos 4
minutos manualmente com uma espatula utilizando 1.300 pL de uma solugao
tampdo Tris-HCI em pH 8,6, contendo fenil-metil-sulfonil-fluoreto (PMSF) como
inibidor de protease e B-mercapoetanol como agente redutor. Subsequentemente,
as amostras centrifugadas a 20.000 x g e 4 °C durante 60 minutos em uma
centrifuga Eppendorf (model 5430R, Eppendorf, Sao Paulo). Apdés a
centrifugagéo, os sobrenadantes foram transferidos para outros micro-tubo com
capacidade para 2 mL e aquecidos em uma chapa (model IT-2002H, Bioplus, Sdo
Paulo) a 70 °C durante 10 minutos, e a fracdo insolivel das amostras que
permaneceu nos microtubos originais foi separada. Ap6s o aquecimento, as
amostras foram centrifugadas novamente a 20.000 x g e 4 °C, desta vez por 30
minutos. Os sobrenadantes foram outra vez transferidos para novos micro-tubos,
sendo assim separados dos novos precipitados formado a partir da degradacédo
de proteinas e enzimas nao-estaveis termicamente. Ao final do processo, as
amostras foram congeladas em ultra-freezer a -80 °C para que nao houvesse
degradacgéo do material biolégico antes da analise.

Portanto, as fragdes sub-celulares separadas para analise foram: a fracdo
insoluvel (PPT), composta por todos os precipitados gerados durante o primeiro
processo de centrifugacao, a fracdo termolabil (FTL), que é o sobrenadante obtido
apos a primeira centrifugacdo, antes do aquecimento, e a fragdo termoestavel
(FTE), que é o sobrenadante final obtido apés o aquecimento e a segunda
centrifugacéo, onde se encontra a metalotioneina purificada. Todas as solu¢des
utilizadas na extracdo da MT foram preparadas com agua ultra-pura (resistividade
> 18 MQ cm).
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3.5. Determinacdo de metalotioneina (MT) na fracdo subcelular
termoestavel

A gquantificacdo das metalotioneinas totais foi realizada utilizando a reacdo
de Ellman (1959), no qual aliquotas de 50 uL de amostra proveniente da FTE
foram adicionados com 50 uL de uma solugéo contendo 49,3 yL HCI 1 mol Lt e 5
mL de EDTA 4 mmol L2, 1400 uL de uma solugéo contendo 50 mL NaCl 0,2 mol
L?, 0,017 g de 5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB, 0,43 mmol L) e 50 mL de
tampao fosfato de sédio 0,2 mol L** a pH 8,0. Apés mistura em homogeizador tipo
vortex, as amostras foram mantidas ao abrigo da luz por 30 minutos e
posteriormente levadas a um espectrofotdmetro UV-Vis (JASCO, V-530) para que
fossem medidas as absorvancias no comprimento de onda de 412 nm. A
quantificagcdo das MT foi realizada com uma curva analitica usando Glutationa
Reduzida (GSH) como padréo externo, pois esta apresenta semelhanca estrutural
com as MT, e € significativamente mais barata que um padréo de MT. Para estimar
os niveis de MT assume-se 1 mol MT = 20 mol GSH (Kagi, 1999).

3.6. Extracéo e determinacao de Glutationa Reduzida (GSH)

O procedimento de extracdo da GSH se baseou no protocolo de Beutler
(1975) com alteragbes por WILHELM-FILHO (2005). Para essa extracao foram
utilizados 200 mg de amostra liofilizada em micro tubos de 2 mL, que foram
homogeneizadas com por exatos 4 minutos com uma espatula, utilizando 1.300
uL de uma solugdo contendo tampéao fosfato de sédio 0,1 mol L* em pH 6,5,
sacarose 0,25 mol L' e EDTA 1 mmol L. As amostras foram entdo centrifugadas
em centrifuga Eppendorf (model 5430R, Eppendorf, Sdo Paulo) a 11.000 x g e 4
°C por 30 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para novos micro-tubos
e congelados em ultra-freezer a -80 °C até o momento da analise.

A quantificacdo de GSH foi realizada utilizando 50 pL de amostra, 300 pL
de agua pura 350 uL de uma solugdo contendo 0,005 g de DTNB (0,25 mol L?)
em 50 mL de tampdo fosfato de sédio 0,1 mol L' em pH 8,0. Subsequentemente,
as amostras foram mantidas ao abrigo da luz por 15 minutos e suas absorvancias
foram determinadas no comprimento de onda de 412 nm em um
espectrofotbmetro UV-Vis (JASCO, V-530). Este método também utilizou uma

curva analitica com padrao externo de GSH.
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3.7. Quantificacado de proteinas totais

As proteinas totais foram quantificadas através do método de Lowry
modificado por Peterson (1997). Para isso, foi preparada uma solucdo de sulfato
de cobre 1 % (m/v), tartarato de sodio e potassio 2 % (m/v), carbonato de sédio
10 % (m/v), hidréxido de sédio 800 mmol L e dodecil sulfato de sédio 10 % (m/v),
gue misturadas resultam no Reativo A. As proteinas totais foram dosadas nas
solucdes obtidas apds o procedimento de extragdo de MT (FTE) das amostras de
figado, musculo e rim de golfinhos.

Para a quantificacdo, foram utilizadas aliquotas de 10 pL das amostras.
Para cada amostra e ponto da curva foram adicionados 400 puL de uma solugéo
de sulfato de cobre 1 % (m/v), tartarato de sédio e potassio 2 % (m/v), carbonato
de sadio 10 % (m/v), hidroxido de sdédio 800 mmol L e dodecil sulfato de sédio 10
% (m/v). Os microtubos foram agitados manualmente e deixados descansando
por 10 min e posteriormente foram adicionados 200 pL de uma solucéo de Follin-
Ciocalteau diluida 5 vezes com agua ultra-pura. As solugbes foram deixadas ao
abrigo da luz por 30 min e, em seguida, foi realizada a leitura das absorvancia das
amostras e da curva de calibracdo no comprimento de onda de 750 nm em um
espectrofotbmetro UV-Vis (JASCO, V-530). A curva analitica utilizada foi
construida com padrdo externo de Albumina Bovina Sérica (BSA).

3.8. Quantificacdo de elementos nas fracdes subcelulares das
amostras de golfinho

As fragbes PPT, FTL, FTE e o DORM-4 (NRC, Canada), uma proteina de
peixe utilizada como material de referéncia certificado para analises de elementos
traco em animais aquéticos foram submetidos a uma digestao acida utilizando 1,0
mL de acido nitrico bidestilado (Vetec, Rio de Janeiro) para cada 150 mg de
amostra, a 100 °C por 4 horas em tubos de polipropileno de 15 mL fechados. Ap6s
um periodo de resfriamento, todas as amostras tiveram seu volume ajustado para
10 mL com agua ultra-pura (resistividade > 18 MQ cm).

A quantificacdo dos metais e metaldides foi realizada em um
espectrébmetro de massa com plasma indutivamente acoplado, modelo Nexlon
300X (ICP-MS, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) sem uso de celula de reacao,
utilizando o '“Rh como padrdo interno a uma concentragdo de 20 ug L*. A
introducdo de amostra no plasma foi realizada por um sistema composto de

nebulizador tipo Meinhard com camara twister.
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Foram preparadas solu¢des do branco das amostras, com o objetivo de
detectar qualquer contaminacdo ao longo do processo analitico que
impossibilitasse a deteccdo e a quantificacdo. As curvas analiticas foram
preparadas utilizando padr6es multielementares PerkinElmer. As concentracdes
da curva variaram de 1 a 80 ug g2.

Devido ao fato de alguns elementos apresentarem mais de um isétopo e,
alguns destes sofrerem interferéncias, foram utilizados os isétopos %Ni, ®°Cu,
Zn, ®As, 82Se, 114Cd, 2°2Hg e 2°®Pb, de modo a minimizar tais interferéncias, dado
que a célula de reacdo nao foi utilizada. As condi¢Bes do ICP estdo apresentadas
na Tabela 3.

Tabela 3 . Condi¢des operacionais do ICP-MS para a analise de metais

Condic¢des do ICP-MS

Poténcia de radiofrequéncia 1100 W
Vazao do gas plasma 17,0 L min 1
Vazao do gas auxiliar 1,0L min 1

Vazao do gas carregador 1,04 L min 1
Amostrador e skimmer Pt
Varreduras por leitura 1

Leituras por replicate 1
NUmero de replicatas 5
Dwell time 50 ms por is6topo

27|, 51y, 53Cr, 55Mn, 57Fe, ®Ni, 55Cu,
Isétopos monitorados Zn, ®As, 82Se, 197Ag, 4Cd, *'Au,
202Hg 208Pb 47Ti 118Sn

3.9. Identificacdo de metaloproteinas por SEC-HPLC-ICP-MS

Apos extraidas, 20 yL da FTE de cada amostra foram injetados em um
HPLC (Shimadzu) acoplado a um ICP-MS, modelo Nexlon 300X (ICP-MS,
PerkinElmer, Norwalk, CT, USA), cujas condi¢cBes estdo descritas na Tabela 4.
Para que fosse possivel comparar as intensidades relativas dos picos, foi injetada

a mesma quantidade de proteina totais (40 ug), de cada amostra.
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Tabela 4. Condi¢6es operacionais para as analises por SEC-HPLC-ICP-MS

Condicbdes SEC

Superdex ™-75 (10x300x13) mm (GE

Coluna cromatografica Healthcare, Uppsala, Suécia)

Faixa de resolucéo efetiva 3-70 kDa
Fase moével Tris-HCI 20 mmol L (pH 7,4)
Vazao 0,7 mL min*
Volume de injecéo 20 uL

Condicdes ICP-MS

Poténcia de radiofrequéncia 1.100 W
Vazdo do gas plasma 17,0 L min 1
Vazdao do gas auxiliar 1,0L min 1

Vazao do gas carregador 1,04 L min 1
Amostrador e skimmer Pt
Dwell time 28 ms por is6topo

208Pb, 202Hg, GSCU, GGZn, 114Cd, 75AS, 8286,

Isétopos monitorados 19771 51/ 52Cr. 59Co. ®Ni. 57Fe. 47Ti. 118Sn

A calibracdo da coluna foi realizada com Albumina Bovina Sérica (BSA)
(67 kDa, determinagéo de Zn), MT-I (7kDa determinacdo de Cd) e GSH (0,3 kDa

determinagéo de Cu) (Garcia-Sevillano et al., 2012).

320000
—240000
|—180000

l 80000
;=== — I'L ?‘ZquE—i
|'Ir k IFZ":EEA:—

7 Cd {MT-1}
a 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Intensidade (CPS)

Figura 6. Calibracéo da coluna Superdex ™-75
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3.10. Parametros de mérito

Para avaliar cada método utilizado, foram calculados o limite de detecc¢éo
(LD), que é a menor concentracdo de analito que pode ser detectada nas
amostras, o limite de quantificacdo (LQ), que é a menor concentracdo de analito
gue pode ser quantificada na amostra e o coeficiente de variacdo, de acordo com

as equacdes abaixo:

LD = (3*SD*fd)/inclinagdo da reta Equacéo 1
LQ = (10*SD*fd)/inclinacédo da reta Equacéo 2

nas quais SD é o desvio padrdo da medida da razao sinal do analito pelo sinal
do padrao interno de 10 solu¢des do branco preparadas de maneira e fd é o fator
de diluicdo da amostra. Foram avaliados o coeficiente de correlagdo da curva

analitica (r = 0,999) e, no caso dos metais, o percentual de recuperagcdo do

material de referéncia (Inmetro, 2016; Ishak, 2015).

3.11. Anélises estatisticas

Para as analises estatisticas referentes aos dados de metais, metaldides,
MT e GSH nos tecidos das espécies estudadas, a normalidade dos dados foi
primeiro testada utilizando o teste W de Shapiro-Wilkes. Apos a verificacdo da
distribuicdo ndo-normal dos dados, foram realizados testes ndo paramétricos.
Diferencas entre os parametros foram avaliados através do teste de Mann-
Whitney, e correlagbes foram avaliadas através do teste de Spearman. As
diferencas e correlagbes foram consideradas significativas quando p<0,05. As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote de software GraphPad

Prism®. Os gréficos foram plotados utilizando o Excel® e o OriginPro®.
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4. Resultados e discussao

Todas as amostras de figado, rim e musculo, para ambas as espécies,
foram submetidas a extracdo de MT e GSH. As concentracfes de metais
subcelluares, MT e GSH foram quantificadas em todas as amostras, além de todas
terem sido submetidas a detecc¢do por HPLC-ICP-MS.

4.1. Quantificacdo da MT e da GSH

Nas curvas analiticas utilizadas para a quantificacdo da MT obteve-se um
R? sempre maior do que 0,992 para P. blainvillei e S. bredanensis, o que, de
acordo com Miwa, Falco e Calijuri (2008) é considerado adequado para a
guantificacdo deste tipo de amostra. Os limites de detec¢éo e quantificagdo para
as andlises de MT e GSH dessas espécies se encontram na Tabela 5 e todos 0s
valores encontrados para as concentragdes nas amostras estavam acima destes
limites.

Tabela 5. Limite de deteccdo, em pmol g, para as andlises de MT e GSH para
P. blainvillei e S. bredanensis

MT GSH

LD (umol g 114 0,08

As concentracbes de MT encontradas em figado, rim e musculo de P.

blainvillei e S. bredanensis estdo expressas na Figura 7, em umol g** de peso seco.

P. blainvillei S. bredanensis
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Figado Musculo Rim Figado Musculo Rim

Figura 7. Concentra¢cbes de MT para (a) P. blainvillei (Figado=5; rim=1; musculo=8) e (b) S.
bredanensis (Figado=8; rim=3; masculo=10)
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As concentragdes de MT variaram entre 7255 e 14.285 umol g* para figado
e, 4425 e 25443 umol g para musculo para a P. blainvillei, enquanto para S.
bredanensis essas concentracdes estaam entre 5056 e 22368 umol g para
figado, 5542 e 8203 umol g* para rim e 5490 e 9899 umol g para muasculo. Nao
foram encontradas diferencas significativas (p<0,05) entre as concentracdes de
MT no figado e masculo, sendo que nédo foi possivel testar diferencas significativas
para o rim uma vez que so0 foi utilizada uma amostra para P. blainvillei. J4 para S.
bredanensis ndo foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre as
concentracdes de MT nos trés tecidos estudados. Alguns estudos indicam que a
presenca de MT é um indicio do processo de destoxificacdo no organismo
(Yoshida et al., 1999) e que sua inducdo é maior em tecidos ou érgaos envolvidos
nos processos de captagdo, acumulo e excrecdo de xenobiéticos, como o figado
e o rim (Filipovi, 2003). No entanto, de acordo com Kehrig e colaboradores (2016)
ndo foram observadas diferencas significativas entre as concentracdes desta
metaloproteina em figado e masculo de P. blainvillei em um estudo conduzido na
mesma regido Norte Fluminense e, uma vez que a quantidade de MT no musculo
nao foi significativamente maior que no figado, postula-se que ndo ocorreu
bioacumulacdo de metais nestes animais e que a excre¢do destes contaminantes
se deu de forma eficiente.

Neste estudo, as concentragfes de MT no musculo sdo semelhantes as
do figado, estando desta forma elevadas, indicando que nem todas as rotas de
destoxificagéo exercidas pelos individuos séo eficientes, dado que, caso o fossem,
ocorreria a excre¢gdo maior da MT pelo figado. Este, por sua vez, é considerado
um 0Orgdo metabolicamente ativo, sendo efetivamente responsavel pelos
processos de destoxificacdo, o que deveria levar a excrecao de contaminantes, e
nao seu acumulo no muasculo, dado que este nao € um tecido biologicamente ativo
(Nogueira, 2016).

Ja para GSH, as concentracdes verificadas no figado, rim e musculo das

espécies estudadas estdo expressas na Figura 8, em umol g*de peso seco.
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P. blainvillei S. bredanensis
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Figura 8. Concentracdes de GSH para (a) P. blainvillei (Figado=5; rim=1; masculo=8) e (b) S.
bredanensis (Figado=8; rim=3; misculo=10). * e # indicam diferencas significativas entres os
tecidos.

As concentrac6es de GSH variaram entre 3,76 e 12,64 umol g* para figado
e, 1,78 e 9,99 umol g?! para musculo para a P. blainvillei, enquanto para S.
bredanensis essas concentracdes estaam entre 8,45 e 13,69 umol g* para figado,
4,97 e 11,98 umol g* para rim e 2,21 e 18,76 umol g para musculo. Ndo foram
observadas diferencas significativas (p<0,05) entre os tecidos e érgédos analisados
para a P. blainvillei. J4 para S. bredanensis foram observadas diferencas
significativas entre as concentracdes de GSH do figado e do musculo, indicando
gue o estresse oxidativo no figado é muito maior que no musculo. Isto, porém, é
esperado, devido aos niveis metabdlicos mais altos do figado. De acordo com
Srikanth et al. (2013) a presenca de metais e metaléides pode afetar os niveis de
GSH de diferentes formas, sendo que a atividade da GSH pode variar também
dependendo do tecido, espécie estudada, elementos e nivel de contaminacao.

A GSH apresenta um papel importante na defesa celular, uma vez que esta
envolvida em mecanismos que combatem o estresse oxidativo celular resultante
da presenca de elementos traco e pode ser considerada como protetor
antioxidante para mamiferos marinhos (Kehrig, et al., 2016).

Ha estudos que indicam a existéncia de diferenca significativa de
concentracdo de GSH em figado e musculo de P. blainvillei (Kehrig, et al., 2016),
no entanto, este nao foi o caso no estudo realizado.

Com relacéo a correlacdes estatisticas, ndo foram observadas correlacdes
de Spearman entre MT e GSH. Isto indica que a GSH esta atuando no seu papel
principal de remocdo de espécies reativas de oxigénio das células, nédo

apresentando func&o na destoxificagcdo de metais nos organismos analisados.
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4.2. Quantificacdo de metais e metaldides

Os metais e metaloides foram quantificados em 3 fracdes subcelulares:
PPT, também conhecida como fracao insollvel, que ndo é capaz de causar efeitos
deletérios ao organismo, FTL, a fracao termolabil, e FTE, a fracdo termoestavel,
sendo as duas Ultimas fracBes sollveis e nas quais carga metalica nelas

encontrada pode ser prejudicial ao organismo.

4.2.1. Parametros de mérito

Os metais avaliados nesse estudo foram: Ag, Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn,
Ni, Pb, Se, Sn, Ti e Zn e seus limites de detecc¢&o e quantificacdo do método, ou

seja, em mg de analito por kg de amostra, estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Limites de deteccédo, em mg kg, para a quantificacdo de metais por

ICP-MS
Elemento LD (mg kg?)
Ag 0,004
Al 0,04
As 0,004
Cd 0,0005
Cr 0,06
Cu 0,008
Fe 0,26
Hg 0,007
Mn 0,001
Ni 0,004
Pb 0,001
Se 0,03
Sn 0,003
Ti 0,03

Zn 0,05
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A exatiddo do método foi avaliada através da andlise do material de
referéncia (DORM-4). Para tal, o0 mesmo foi preparado e analisado a cada
batelada de amostras e suas concentracfes obtidas foram comparadas com os
valores certificados. A média e desvios das concentracdes medidas de cada
elemento podem ser observados na Tabela 7. As concentracdes medidas foram
entre 90,5 e 107 % dos valores certificados sendo, portanto, considerados

adequados.

Tabela 7. Concentractes e recuperacdes do material certificado (DORM-4).

Elemento Valor certificado Valor obtido  Recuperacgéo

(mg kg™) (mg kg™) (%)

As 6,80 + 0,64 7,03 £ 0,36 103,3

Cd 0,31 + 0,02 0,28 + 0,03 92,1

Cu 159+0,9 14,5+0,9 91,5

Hg 0,41 + 0,06 0,44 + 0,07 107

Ni 1,36 £ 0,22 1,23 + 0,07 90,5

Se 3,56 + 0,34 3,83+ 0,65 107,6

Zn 52,2 + 3,2 50,7 + 3,2 97,2

4.2.2. Distribuicdo subcelular de metais em Pontoporia blainvillei

Para facilitar a discussédo, foram determinadas as concentracdes nas
fracbes insolivel (PPT), termoldbil (FTL) e termoestavel (FTE) e,
subsequentemente foram calculadas as porcentagens em cada fragdo em relacéo
ao valor total. Os elementos foram divididos em 3 figuras: A Figura 9 apresenta as
distribuigbes subcelulares de Ag, Al, As, Cd, Cr e Cu, e a Figura 10 as distribuicbes
de Fe, Hg, Mn, Ni, Pb e Se e a Figura 11 as distribuicdes de Sn, Ti e Zn.

Verificam-se diferencas inter-elementais com relacdo a solubilidade e a
presenca dos elementos analisados nas trés fragcdes (PPT, FTL e FTE), o que por
sua vez, indica biodisponibilidade celular destes elementos, uma vez que todos
apresentam alguma concentracdo em FTL ou FTE. A partir dos diferentes padrbes
nas distribuicdes subceulares € possivel inferir sobre diferencas em rotas de
destoxificagcdo, além de diferengas inter-individuais.

As diferencas significativas (p<0,05) observadas no figado foram para as

concentragdes de As, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Ti e Zn entre PPT e FTE, ja o Fe
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apresentou diferenca significativa de concentracao entre as trés fracdes e Se entre
as frac6es PPT e FTL assim como para PPT e FTE.

N&o foi possivel testar se existem diferencas significativas na amostra de
rim, uma vez que apenas um exemplar deste érgao foi analisado.

No musculo, os metais Al, As, Cd, Cr, Mn e Sn apresentaram diferencas
significativas de concentracdo entre as PPT e FTL, enquanto Cu, Hg, Se e Zn
apresentaram diferencgas significativas tanto entre PPT e FTL quanto entre PPT e
FTE. Os analitos Fe, Ti apresentaram diferencas significativas entre as trés
fracOes e Ni apresentou diferenca significativa apenas entre PPT e FTE.
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Figura 9. Distribuicdo subcelular para Ag, Al, As, Cd, Cr e Cu nas amostras de P. blainvillei. (F)
Figado, (R) Rim, (M) Musculo.

Para Ag € visto que somente nas amostras de figado de P. blainvillei o
mesmo foi quantificavel e, analisando a distribuicdo subcelular deste analito, é
observavel que pelo menos 90 % da concentragdo total de Ag encontrada esta em
PPT, estando assim indisponivel biologicamente no organismo e,
consequentemente, ndo apresentando efeitos deletérios & saude do individuo
estudado. As baixas concentracbes de Ag na fragdo FTE indicam que os

mecanismos de destoxificacdo através da MT néo séo eficientes (Decataldo et al,
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2004). Estudos conduzidos por Nakazawa e colaboradores (2011) sugerem que
Ag pode formar complexos com Se e S em mamiferos marinhos, uma vez que
eles encontraram Ag.Se em figado de P. blainvillei e Ag.S em figado de Orcinus
orca (baleia Orca).

Analisando o Al, podemos observar que os individuos P6 (F), P12 (F), P9
(M) e P11 (M) apresentam em torno de 50 % de sua concentracao total na fracdo
PPT e os outros 50 % na fracdo FTL. Uma vez que fracdo FTE apresenta
concentra¢des abaixo do LD ou LQ € possivel que a MT ndo desempenhe papel
significativo nos processos de destoxificagdo desses animais. No entanto, uma
vez que as amostras estavam liofilizadas, € indicativo de que a destoxificacéo
desses animais é provavelmente realizada por proteinas ou outros compostos nao
enzimaticos, pois a remo¢do de agua das amostras degrada a conformacgéo
quaternaria de enzimas, com consequente perda de atividade enzimatica e soltura
de ions da estrutura molecular, que iriam para a fracdo PPT e ndo FTE (Pisano
et al.,, 2013). Nos outros individuos a proporcdo entre as fracbes PPT e FTL
diminui progressivamente, de forma que € possivel inferir uma menor eficiéncia
nos processos de destoxificagéo e observar um maior acumulo de Al no organismo
desses animais.

Para o As podemos concluir que sua destoxificagdo ocorreu de maneira
significativa, diferente do que foi majoritariamente observado para Ag e Al, uma
vez que a concentracdo deste analito em PPT varia de 40 a 60 %. Todos 0s
individuos, exceto P4 (F), apresentaram pelo menos 20 % da concentracao total
de As em FTE, indicando que, pelo menos uma parte da destoxificagdo destes
individuos, foi realizada pela MT, embora a percentagem em FTL indique que,
para a maior parte dos individuos, a maior parte da destoxificacéo € realizada por
proteinas ou outros compostos nao enzimaticos. O individuo P3 (M) apresenta
maior concentragdo percentual de As em FTE, indicando uma maior capacidade
de destoxificacdo mediada por MT devido a alta concentracao proporcional de As
nesta fracdo. Outro individuo que se destaca é o P4 (F), uma vez que este
apresenta uma concentracdo proporcional em PPT e FTE menor que 20 %,
indicando que a destoxificagdo ocorreu de forma eficiente neste animal, sendo
assim observado um baixo acumulo de metal. No entanto, a destoxificacdo é
realizada por proteinas ou outros compostos ndo enzimaticos, uma vez que a
concentracdo percentual de As em FTL é superior a 60 %.

Para o Cd em P. blainvillei vemos que, percentualmente, o acumulo deste
metal essencial em muasculo € menor do que em rim e figado. No musculo, entre

20 e 40 % de Cd estd acumulado em PPT, indicando que apenas esta parte do
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total acumulado nédo esteve biologicamente disponivel e consequentemente ndo
foi capaz de causar efeitos adversos no organismo. Dessa forma temos que pelo
menos 60 % do total de Cd que foi absorvido estava biologicamente disponivel e
este foi destoxificado pela MT, presente na FTE, juntamente com outras proteinas
e compostos ndo-enzimaticos presentes em FTL. Uma vez que a destoxificacdo
e excrecdo sdo majoritariamente realizadas pelo figado e rim, é esperado que
houvesse um acumulo de metais ndo-essenciais nestes orgdos (Elliott, Griffiths e
Taylor, 1988). O Cd é conhecido por sua grande afinidade com MT, de modo que
é possivel observar grandes proporcdes deste analito em FTE e, também por este
fato, podemos assumir que a destoxificacdo deste ocorreu, ao menos
parcialmente, por esta via metabdlica (Rafique, Shaikh e Tahir, 2010).

Em relagdo as distribuicdes subcelulares de Cr e Cu, em sua grande
maioria, os individuos analisados apresentaram a maior parte da concentracao de
Cr e Cu na fragéo insoluvel, desta forma nédo estando biologicamente disponivel.
E possivel observar que a destoxificacdo de Cr ocorreu quase exclusivamente
pela atuacdo da MT, uma vez que apenas o individuo P4 (F) apresentou
concentracdo acima do LQ para Cr na fracdo FTL. No entanto, ainda assim é
possivel observar um acumulo significativo em todos os 6rgdos e tecido
analisados, devido a alta concentragdo percentual enconrada em PPT. Nas
fracdes sollveis, o Cu apresenta uma concentragédo percentual baixa, indicando
gue, para este metal, ocorreu um processo de destoxificagdo. De acordo com a
literatura (Waalkes et al, 1984), a MT tem uma alta afinidade com cobre, no
entanto neste estudo foi observada uma quantidade muito pequena de Cu em
FTE, em rel¢do a concentracgéo total. Para ambos os analitos, a grande proporgéo
de metal em musculo indica que os individuos sofreram bioacumulacdo (Souza et
al., 2018).

Na Figura 10, a distribuicdo subcelular de Fe, Hg, Mn, Ni, Pb e Se é

ilustrada para P. blainvillei
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Figura 10. Distribuicdo subcelular para Fe, Hg, Mn, Ni Pb e Se nas amostras de P. blainvillei. (F)
Figado, (R) Rim, (M) Musculo.

O comportamento do Fe é muito similar ao do Cu, mostrado anteriormente

na Figura 9, em sua grande maioria é observado o acimulo em PPT e alguma

destoxificagdo mediado por MT. O individuo P3 (M) € o que apresenta maior

concentracdo proporcional de Fe, em torno de 20% de sua concentracéo total

nesta fracéo, tendo sido destoxificado por MT.
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Ja para Hg é observado um comportamento variado entre os diferentes
animais. Assim como a maioria 0os metais estudados até este momento, a maior
parte de sua concentracdo percentual se encontra em PPT, indicando que a maior
parte das concentracdes deste elemento ndo esta biologicamente disponivel e
consequentemente ndo € capaz de causar efeitos toxicos a biota, assim como
reportado por Decataldo e colaboradores (2004). Alguns individuos como P3 (M)
merecem destaque, uma vez que este apresenta, junto com o P4 (F), a maior
propor¢cdo de destoxificagdo entre as amostras. O P3 (M) apresenta também o
maior percentual de destoxificacdo mediada pela MT entre todos os individuos
para esse metal, enquanto a para o P4 (F) o processo de destoxificacdo € quase
que exclusivamente mediado por proteinas e compostos ndo enzimaticos que ndo
sao resistentes a temperaturas elevadas.

Para Pb h& uma distribuicdo muito parecida com as de As e Cd,
previamente mostrada na Figura 9, assim como com Mn (Figural0). As taxas de
acumulo em PPT sdo bastante variadas, abrangendo valores entre 10 e 70 %.
Também é possivel observar que para este analito, no geral, é verificada uma boa
destoxificagdo, uma vez que, tanto a FTL quanto a FTE estdo apresentando altas
propor¢des de metais. O individuo P1 (F) é o que apresenta maior concentragdo
proporcional em FTE, ou seja, maior destoxificacdo mediada por MT, enquanto P4
(F) é o que apresenta maior concentracdo em FTL.

A distribuicdo de Se, por outro lado, € muito similar a de Cu, apresentando,
assim, altas taxas de analito em PPT e baixas taxas de destoxificagdo, uma vez
gue a concentracao nas fracdes FTL e FTE é baixa. Os individuos que apresentam
menor acumulagdo em PPT sédo P12 (M), P3 (M) e P4 (F), no entanto, o percentual
de acumulo é elevado.

A distribuicdo subcelular de Sn, Ti e Zn € ilustrada para P. blainvillei na
Figura 11.
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Figura 11. Distribuicdo subcelular para Sn, Ti e Zn nas amostras de P. blainvillei. (F) Figado, (R)
Rim, (M) Masculo.

Assim como foi observado para Ag (Figura 9), praticamente ndo ocorreu
destoxificagdo para Sn, com excecdo dos individuos P4 (F) e P1 (F). Uma
diferenca entre Ag e Sn € que, para Sn, € observado acumulo nos trés tecidos
analisados, enquanto Ag foi observado somente no figado. O acumulo de Sn em
PPT no masculo € um indicativo de bioacumulagéo.

Similarmente ao As (Figura 9) e Pb (Figura 10), a distribuic&o intracelular
de Ti apresenta um perfil muito heterogéneo, com concentracdes percentuais em
PPT variando entre 40 e 80 %. Todos os individuos analisados apresentaram
alguma destoxificdo na FTL e FTE, indicando que tanto a MT quanto outros
compostos ndo enzimaticos auxiliaram nesse processo. O individuo P3 (M)
apresenta em torno de 40 % de sua concentracao total em FTE, sendo o individuo
com maior proporcao de destoxificacdo por MT, enquanto o individuo P1 (F) foi o

que apresentou maior concentracao proporcional em PPT.
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O Zn, por sua vez, apresentou um comportamento similar ao Cu (Figura
9), mostrando baixos percentuais de concentracdo em FTL e FTE, ou seja, quase
nenhuma destoxificacdo mediada por MT ocorreu nos individuos estudados.

O individuo P12 foi Unico a apresentar material suficiente para analise em
todos os tecidos estudados. A distribuicdo dos metais analisados no organismo
desse mamifero segue diferentes perfis, mostrando em PPT que Ag, As, Fe, Hg,
Mn, Se e Sn tém um percentual de acumulagéo maior em figado do que nos outros
tecidos estudados. Sendo este o 6rgao principal nos processos de destoxificacao
de todos os vertebrados, € esperado que sejam encontrados nele as maiores
concentracfes de elementos, tanto ndo-essenciais quanto essenciais (Souza et
al., 2018). Por outro lado, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Sn, Ti e Zn apresentaram maior
concentracdo percentual em rim, que, por ser um orgao filtrante, também acaba
acumulando metais, assim como o figado. No musculo, foi observado o acumulo
de Al e Ni, indicando a bioacumulagéo destes elementos.

Nas fracbes FTL e FTE foi observado que o musculo foi o tecido no qual
ocorreu o0 maior acumulo proporcional de metais. Em FTL, foi observado um maior
percentual de Al e Zn no figado e de As e Hg no rim, enquanto Cd, Cu, Fe, Mn,
Pb, Se e Ti apresentaram maior concentracdo percentual no musculo.
Comparando as frag6es FTE dos diferentes tecidos, Cr e Ni apresentaram maior
concentracéo proporcional em figado, As em rim e Cd, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, Se, Ti
e Zn em musculo. O maior acimulo em musculo pode ser ocasionado por uma
sobrecarga no rim e no figado, uma vez que estes sdo 0s principais 6rgaos
responsaveis por acumulo e processamento de metais. Considerando que o
musculo também produz MT e GSH, porém em menores quantidades do que o
rim e o figado, ele vai realizar a biotransformacdo dos xenobidticos nele
acumulados, de modo que estes ndo sejam mais téxicos. No entanto, a
capacidade de excrecdo do musculo é reduzida, fazendo com que os
contaminantes biotransformados fiqguem acumulados nas células (Souza et al.,
2018).

4.2.2. Distribuicao subcelular de metais em Steno bredanensis

Assim como para P. blainvillei, foram determinadas as concentracdes nas
fracbes isolavel (PPT), termolabil (FTL) e termoestavel (FTE) e,
subsequentemente foram calculadas as concentracfes percentuais em cada
fracdo em relagdo ao valor total, para facilitar a discu¢cdo. Os elementos foram

divididos em 3 figuras: A Figura 12 apresenta as distribui¢cdes subcelulares de Ag,
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Al, As, Cd, Cr e Cu, e a Figura 13 as distribuicées de Fe, Hg, Mn, Ni, Pb e Se e a
Figura 14 as distribuic6es de Sn, Ti e Zn.

Assim como para P. blainvllei foram observadas diferencas inter-
elementares, indicando assim que estes elementos estéo biodisponiveis. Também
foram observados padrbes que possibilitam inferéncias sobre as possiveis
diferencas em rotas de destoxificacdo, além de diferencas inter-individuais.

As diferencas significativas (p<0,05) observadas no figado foram para as
concentracdes de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Se, Sn, Ti, Zn entre
PPT e FTL, assim como entre PPT e FTE. Al apresentou diferencgas significativas
entre PPT e FTE.

N&o foram observadas diferencas significativas entre as diferentes fracbes
das amostras de rim, possivelmente devido ao baixo nimero de amostras. No
musculo, os metais As, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, Se, Ti, Zn apresentaram diferencas
significativas de concentragéo entre PPT e FTL, assim como entre PPT e FTE. Al,
Cd e Ni apresentaram diferencas significativas entre PPT e FTE. Foram

observadas diferencas significativas entre FTL e FTE para Cd e Fe.
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Figura 12. Distribuicdo subcelular para Ag, Al, As, Cd, Cr e Cu nas amostras de S. bredanensis. (F)

Figado, (

R) Rim, (M) Mdsculo.
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A acumulacdo de Ag é observada majoritariamente no figado e rim, uma
vez que apenas trés individuos apresentam concentracdo acima do LD ou LQ para
Ag em musculo. Uma vez que as concentracdes em FTL e FTE estdo abaixo do
LD ou LQ é possivel inferir que ndo ocorreu destoxificacdo através da MT para
este analito (Decataldo et al, 2004). Como mencionado anteriormente para P.
blainvillei, Nakazawa e colaboradores (2011) mostraram que Ag é capaz de formar
complexos com Se e S em mamiferos marinhos.

E possivel observar, majoritariamente, uma acumulag&o de Al em todos os
tecidos, assim como baixos niveis de destoxifica¢do. Os individuos S13 (M) e S13
(F) sdo os que apresentam uma maior propor¢cdo de metais em FTE, indicando
desta forma destoxificacdo mediada por MT. E possivel inferir a bioacumulag&o
de Al nestes (Decataldo et al, 2004).

Para As, podem ser verificados perfis variados entre os individuos. No
geral é possivel observar baixos niveis de acumulacdo de metais em PPT,
indicando que, de modo geral, a maior parte do As esta biodisponivel. E possivel
observar a destoxificacdo mediada por compostos ndo enzimaticos em FTL e por
MT em FTE. Os individuos S11 (M) e S13 (M) ndo apresentam destoxificagdo
mediada por MT.

Assim como o As, a distribuig&do subcelular de Cd é bastante heterogénea.
Em figado e rim é observada, principalmente, a acumulacéo deste analito em PPT,
exceto por S13 (F), que tem concentragdo de Cd abaixo do LD ou LQ. Os
individuos que apresentam as maiores destoxificacdes sdo S2 (F), S3 (F) e S13
(F), todas majoritariamente realizadas pela MT. No musculo, as concentracdes
sao bastante variadas entre os individuos, sendo que o individuo S8 (M) apresenta
concentragdo de Cd abaixo do LD ou LQ. Na maior parte das vezes a
destoxificacdo de Cd foi realizada por MT no musculo, sendo que esta também foi
realizada por compostos ndo enzimaticos, especialmente em S7 (M). Os Unicos
individuos que apresentam concentracao mais elevada de Cd em musculo sdo S3
e S12.

O acumulo de Cr é majoritariamente observado em todos os tecidos e
orgdos, assim como o0s baixos niveis de destoxificacdo. Apenas os individuos S10
(F), S5 (R), S10 (M) e S12 (M) apresentaram destoxificacdo mediada por MT e os
individuos S1 (F), S2 (F), S3 (F), S3 (M) e S7 (M) ndo aparentam ter passado por
nenhum processo de destoxificacdo por MT.

A distribuicdo subcelular de Cu mostra um comportamento bastante
uniforme, sendo que a maior concentragdo deste metal estd em PPT, indicando

que, embora este ndo cause efeitos adversos a biota, € possivel que esteja
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ocorrendo bioacumulacéo, indicado pelas altas concentracbes em musculo
(Decataldo et al, 2004). Todos os individuos analisados apresentam concentracao
de Cuem FTL e FTE, indicando que, ao menos uma parte do mesmo, apresentou
destoxificagcdo mediada por MT.

Na Figura 13 é apresentada a distribuicao subcelular de Fe, Hg, Mn, Ni, Pb

e Se para S. bredanesis.
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Figura 13. Distribuicdo subcelular para Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Se nas amostras de S. bredanensis. (F)
Figado, (R) Rim, (M) Masculo.
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O perfil exibido pelo Fe é bastante uniforme, assim como para Cu. Neste
€ observado que uma maior concentragdo em PPT, indicando que pouca
destoxificacdo estd sendo realizada pela via metabdlica da MT, de forma que este
ndo estad biodisponivel e provavelmente ndo apresentou efeitos adversos ao
organismo.

Para Hg é visto um grande acumulo em todos os tecidos e érgdos
analisados em PPT, semelhante ao que foi observado para Cu (Figura 14), no
entanto, é observada uma maior percentagem de destoxificacdo neste caso. Os
individuos S1 (F), S4 (F), S10 (F), S11 (F), S12 (F) e S3 (M) ndo apresentaram
concentracdo significativa em FTL e FTE, de modo que estes nao realizaram
destoxificacdo. A alta percentagem de Hg em PPT de musculo indica que pode
ter ocorrido bioacumulagéo (Decataldo et al, 2004).

As concentra¢des de Mn entre os tecidos e 6rgdos ndo sdo uniformes,
diferente do que pode ser observado anteriormente para outros analitos. E
verificado principalmente o acimulo no figado, sendo que o individuo S9 (F) é o
gue apresenta menor concentracéo proporcional em PPT e maior destoxificagdo
mediada por MT. Em rim, os niveis de acumulagéo foram similares para os 3
individuos. Em musculo temos um menor acimulo em PPT, exceto por S3 (M) e
S12 (M). O menor acumulo implica em uma maior destoxificagdo, mediada tanto
por MT quanto por outros compostos hao enzimaticos.

Assim como para Mn, a distribuicdo subcelular de Ni é bastante
heterogénea, mostrando, para a maioria dos individuos, um perfil de acumulagéo
em PPT e baixos niveis de destoxificacdo. Em figado, os individuos S9 (F), S10
(F) e S11 apresentam uma maior proporgéo de Niem FTL e FTE, sendo esses 0s
individuos que realizaram mais destoxificacdo. Em rim, € observado o acumulo
deste analito, uma vez que as concentracdes em FTL e FTE estavam abaixo do
LQ, de forma que toda a concentracdo obtida esta acumulada em PPT, exceto
pelo individuo S11 (R), que apresenta a maior parte de sua concentragéo dividida
entre FTL e FTE. A maioria dos individuos apresentam uma alta taxa de
acumulagdo em PPT no musculo, sendo que apenas os individuos S6 (M), S9 (M),
S11 (M e S13 (M) aparentam exercer destoxificagdo mediada por MT ou outros
compostos nao enzimaticos.

A distribuicdo de Pb pode ser considerada bastante uniforme em todos os
orgéos e tecidos estudados, com excecao de dois individuos, S2 (F) e S2 (M). No
geral, é observado um certo acumulo em PPT, no entanto a maior parte da
concentracéo de todos os individuos esté dividida entre FTL e FTE, indicando que

a destoxificacdo por MT e por compostos ndo enzimaticos ocorreu.
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Por outro lado, o perfil de distribuicdo subcelular de Se pode ser
considerado heterogéneo. Em figado e rim é observado majoritariamente o
acumulo de Se em PPT e niveis significativos de destoxificacdo apenas para S2
(F), S9 (F), S13 (F), S1 (R), S5 (R) e S11 (R). Em musculo, por outro lado, apenas
o individuo S3 (M) ndo aparentou ter realizado alguma destoxificacdo, uma vez
que as concentracbes em FTL e FTE estavam abaixo do LD. Todos os outros
individuos apresentaram alguma destoxificagdo para musculo mediada por MT ou
compostos ndo enzimaticos. A Figura 14 mostra a distribuigdo subcelular para Sn,
Tie Zn para S. bredanensis.
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Figura 14. Distribuicdo subcelular para Sn, Ti e Zn nas amostras de S. bredanensis. (F) Figado,
(R) Rim, (M) Musculo.
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No caso de Sn € observado, quase exclusivamente, a acumulacdo em PPT
em todos os 4rgaos e tecidos. Alguma destoxificacdo pode ser observada em S4
(F), S10 (F) e S11 (F), o que seria esperado para todos os individuos, uma vez
que o figado € o principal 6rgdo que realiza destoxificacdo no organismo. O
acumulo em masculo indica que os individuos analisados sofreram
bioacumulacéo.

Para Ti, € observado que todos os 6rgdos ou tecidos realizaram alguma
destoxificagdo, no entanto ainda assim é observado um acumulo muito grande
deste analito em PPT. No figado, o individuo S2 (F) é o que aparenta ter realizado
mais destoxificacdo, uma vez que apresenta as maiores concentracdes em FTL e
FTE.

Ainda de acordo com a Figura 18, a distribuicdo de Zn apresenta um
grande acumulo em PPT em todos os 6rgéos e tecidos, assim como um nivel
muito baixo de destoxificacdo. O alto acumulo em figado e rim indica que estes
orgdos podem ter sido sobrecarregados e consequentemente ndo foram capazes
de executar suas func¢des apropriadamente. O alto acumulo em musculo, além de
consequéncia direta da sobrecarga do rim e figado, indica que pode ter ocorrido
bioacumulagdo no organismo.

O individuo S11 foi Unico a apresentar material suficiente para analise em
todos os tecidos estudados. Embora as concentragcdes de metais em cada um
desses 6rgdos possam variar, a tendéncia observada é a mesma. Foi observado
0 acumulo de Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Ni, Se e Zn em PPT hepatico, e As, Cd, Cr, Cu,
Fe, Hg, Pb, Se e Zn em PPT renal. Maiores concentragbes de metais néo-
essenciais e essenciais nesses 0rgaos sdo esperadas, considerando que o figado
e o rim sdo os principais 6rgdos de desintoxicacdo e excrecao em todos o0s
vertebrados (Souza et al., 2018). Os niveis elevados de Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Se e
Zn no musculo em PPT também refletem a bioacumulacdo desses elementos
nesse individuo especifico. Em FTL, foram observadas maiores concentracdes de
As e Pb no figado, assim como As e Fe no musculo, enquanto, na FTE, o Ni foi
maior no rim e Cd no musculo. Assim, o acumulo relativo no tecido muscular nas
fracBes soluveis pode refletir uma sobrecarga renal e hepéatica. O musculo
também é capaz de produzir MT e GSH, embora em menor quantidade que o
figado e o rim, de modo que esse tecido também exibe a capacidade de
biotransformar e excretar certos xenobidticos. No entanto, sua capacidade de
excrecao é limitada e, assim, a maioria dos contaminantes presentes no tecido

muscular tende a permanecer no interior das células (Souza et al., 2018).
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4.3. Analise de Componentes Principais entre as variaveis MT, GSH
e metais em P. blainvillei e S. bredanensis

As correlagfes estatisticas descritas abaixo foram obtidas através de uma
Andlise de Componentes Principais (do inglés, Principal Component Analysis,
PCA), uma técnica de andlise multivariada que nao depende da presuncdo de
uma distribuicdo populacional para a exploracao descritiva de dados estatisticos.
Esse método consiste na reducao das dimensbdes da base de dados, preservando
0 maximo possivel da variabilidade dos dados, de modo a permitir a interpretacao
dos mesmo de maneira clara, simples e objetiva (Jolliffe e Cadima, 2016).

Andlises das funcdes discriminantes foram realizadas para cada uma das
fracdes subcelulares de P. blainvillei e S. bredanensis (PPT, FTL e FTE) usando
as concentragfes obtidas para figado, rim e masculo de MT, GSH e metais para

cada uma das espécies estudas.

4.3.1. Pontoporia blainvillei

4.3.1.1. Fracéo Insolavel (PPT)

A andlise da funcéo de discriminacao realizada para P. blainvillei em PPT
utilizando as concentragfes de elementos encontradas em figado, rim e musculo

sdo mostradas na Tabela 8. Trés fun¢des significativas foram detectadas.
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Tabela 8. Resultado obtido pela Func¢éo de discriminacdo para a analise de
elementos em figado, rim e masculo de P. blainvillei em PPT

Funcéo de discriminagéo 1 2 3
Autovalor 8,65 3,02 1,94
Variancia total 54,08 18,87 12,15
Variaveis Coeficientes de Fun(;_éo de discriminacdo
padronizados

Al -0,33 -0,69 0,40

\Y -0,30 -0,83 -0,26

Cr -0,55 -0,73 -0,33
Mn -0,89 0,15 0,26

Fe -0,77 0,38 -0,10

Ni -0,57 -0,76 -0,22

Cu -0,91 -0,06 0,28

Zn -0,81 0,45 0,07

As -0,64 -0,19 -0,57

Se -0,93 0,27 -0,12
Ag -0,92 -0,01 0,30
Cd -0,89 0,17 0,09
Hg -0,93 0,02 0,25

Pb -0,35 0,28 -0,64

Ti -0,43 0,41 -0,66

Sn -0,93 0,03 0,21

Mn, Fe, Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd, Hg e Sn (-0,89, -0,76, -0,90, -0,81, -0,64,
-0,93, -0,92, -0,89, -0,93 e -0,93, respectivamente) apresentaram 0s maiores
coeficientes e contribuiram mais para o poder discriminante da Fun¢éo 1. O poder
da Funcéo 2 permitiu maior discriminagcéo entre os tecidos, sendo que Al, V, Cr e
Ni apresentaram o0s maiores coeficientes (-0,69, -0,83, -0,73 e -0,76),
respetivamente). Os gréficos de dispersdo para ambos os tecidos séo exibidos na

Figura 28, sendo observada uma boa separagéo entre os tecidos analisados.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1712620/CA


PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1712620/CA

62

3 I
A ol ¢ B
2 PL |
PL PM
1 = Th ’ ’ PM
F&' PM 2
g0 © . L
@ - RL PM pm S PL'fL
o~ ™ , /i)
52 50 B’M PL
& 3 " pM
g i .
S 1 PM PM
N >
4 | PM PK
PM P B 2
-5 |
£ 3

Factor 1: 54.08% Factor2: 18.87%

Figura 15, Gréficos de dispersado para discricdo de PPT em figado (PL), rim (PK) e musculo (PM)
de Pontoporia blainvllei. (A) Fung&o de discriminacdo 1 versus Funcao de discriminagéo 2, (B)
Funcéo de discriminacao 2 versus Func¢éo de discriminacgao 3.

Foram encontradas associacdes significativas entre elementos néo-
essenciais e essenciais em PPT pelo PCA. A associacdo entre metais nao-
essenciais, tais como As, Ag, Cd, Hg e Sn, e 0os metais essenciais Mn, Fe, Cu e
Zn, pode indicar possiveis efeitos protetores destes ultimos contra os metais néo-
essenciais. Estudos conduzidos por Land e colaboradores (2018), em sua maioria,
utilizando ratos, relatam o efeito protetor exercido por Fe e Zn contra a toxicidade
de Hg. Outros estudos, como os conduzidos por Rogalska, Pilat-Marcikiewicz and
Brozka (2011), Ganger e colaboradores (2015) e Mesquita e colaboradores
(2016), em figado de ratos, também sugerem um efeito protetor de Zn contra a
toxicidade de Cd, As e Hg respectivamente. No entanto, devido a escassez de
dados com relacdo as outras interagbes encontradas nos individuos, ndo é
possivel exemplificar outras interacoes.

Vale ressaltar que o Sn é um contaminante que em sua forma inorganica
apresenta baixa toxicidade, enquanto suas formas organicas podem ser muito
téxicas (Blunden e Wallace, 2003). Sdo necessarios ainda estudos a respeito
deste tema em mamiferos marinhos, visto que existe uma lacuna significativa na
literatura para efeitos desse elemento nesses animais. A Funcdo 2 indica
associacoes entre Al, V, Cr e Ni, embora em menor grau. A literatura indica que
associacoes entre elementos ndo-essenciais sao indicativos de mesma origem,
seja ambiental ou antropogénica (Jerez et al., 2013; Ribeiro et al., 2009), sendo

provavel ser este o caso deste estudo.
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4.3.1.2. Fracdo Termolabil (FTL)

Nao foi possivel observar fatores de significancia estatistica para P.
blainvillei em FTL. Isto parece, portanto, indicar que associacdes entre GSH, MT
e 0S metais analisados ndo estdo associados bioquimicamente, e nenhuma
informacédo a respeito de contaminacdo e destoxificacdo pelas vias analisadas

podem ser inferidas.

4.3.1.3. Fracdo Termoestavel (FTE)

A andlise da fungéo de disriminacdo em FTE de P. blainvillei foi realizada
usando as concentracdes de MT, GSH e elementos encontradas em figado, rim e
musculo, cujos dados sdo mostrados na Tabela 9. Trés fungbes significativas

foram detectadas.
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Tabela 9. Resultado obtido pela Funcédo de discriminacao para a analise de MT,
GSH e metais em figado, rim e musculo de P. blainvillei em FTE.

Funcéo de discriminagéo 1 2 3
Autovalor 5,53 2,77 2,17
Variancia total 39,52 19,82 15,53

Coeficientes de Funcéo de discriminagdo

Variaveis padronizados
MT 0,37 -0,70 0,41
GSH -0,56 -0,44 0,25
Cr -0,54 -0,02 -0,62
Mn -0,94 -0,06 0,21
Fe -0,86 0,20 -0,32
Ni 0,46 0,74 -0,36
Cu -0,43 0,41 0,50
7n -0,46 0,43 -0,55
As -0,91 0,02 0.21
Se -0,01 0,74 0.27
cd 0,83 0,20 0,14
Hg -0,05 0,71 0,60
Pb -0,80 0,10 0,44
Ti -0,65 -0,21 -0,23

Os elementos Mn, Fe, As, Cd, Pb e Ti (-0,94, -0,86, -0,91, 0,83, -0,79 e -

0,65, respectivamente) apresentaram os maiores coeficientes e contribuiram mais

para o poder discriminante da Funcéo 1. O poder da Funcao 2 permitiu uma maior

discriminacdo entre os tecidos, onde MT, Ni, Se e Hg apresentaram os maiores

coeficientes (-0,70, 0,74, 0,74, e 0,71, respetivamente). Os graficos de dispersdo

para ambos os tecidos séo exibidos na Figura 16. Pode ser observada uma boa

separacao entre os tecidos analisados.
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Figura 16. Graficos de dispersao para discri¢cdo de figado, rim e masculo em FTE em figado (PL),
rim (PK) e muasculo (PM) de Pontoporia blainvllei. (A) Fung&o de discriminagdo 1 versus Fungéo de
discriminagéo 2, (B) Func¢éo de discriminacéo 2 versus Fung¢do de discriminacéo 3.

Estes resultados indicam a associagdo entre elementos ndo-essenciais,
como As, Cd, Pb e Ti, com os elementos essenciais Mn e Fe, podendo indicar
possiveis efeitos protetores dos elementos essenciais contras 0s nao-essenciais.
No entanto, os dados acerca das interacdes desses metais nos individuos
analisados sdo escassos e pouco disponiveis na literatura. E importante ressaltar
gue o Ti € um contaminante de preocupacdo emergente e, geralmente, apresenta
baixa toxicidade. Contudo, quando na forma de nanoparticulas, este elemento
pode causar graves efeitos deletérios em organismos aquaticos (Asztemborska et
al., 2018). A lacuna verificada na literatura acerca deste tema reforca a
necessidade de novos estudos em mamiferos marinhos. Além disso, as variaveis
de Func¢édo 2 indicam a associacdo entre MT e Ni, e entre Se e Hg em FTE e
mostram a capacidade de discriminar MT com precisédo entre figado e musculo,
devido a contaminacdo diferencial de metal tornando-a, portanto, um biomarcador
atii em estudos de biomonitoramento. A associacdo entre essas variaveis €
considerada interessante, uma vez que ja é conhecida a capacidade da MT de se
ligar a todos os metais presentes na Funcéo 2 (As, Cd, Pb e Ti) (Waalkes et al.,
1984; Kobayashi et al., 2007; Wong et al., 2017), muito embora estudos realizados
sobre Ti e metaloproteinas mostrem que este sé tende a induzir e se ligar a elas
guando na forma de nanoparticulas, (Sureda et al., 2018). Assim, a FTE € uma
escolha interessante para a avaliacdo da via de desintoxicacdo mediada por MT
em P. blainvillei, sendo capaz de elucidar mecanismos bioquimicos e a ligacado

especifica entre certos metais e MT.
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4.3.2. Steno bredanensis

4.3.2.1. Fracédo Insolavel (PPT)

A andlise da funcao de discriminacdo em PPT de S. bredanensis realizada
usando as concentracdes de elementos em figado, rim e musculo € mostrada na

Tabela 10. Trés fungdes significativas foram detectadas.

Tabela 10. Resultado obtido pela Funcéo de discriminacéo para a analise de MT,
GSH e metais em figado, rim e musculo de S. bredanensis em PPT

Funcéo de discriminagéo 1 2 3
Autovalor 6,59 2,84 1,89
Variancia total 41,19 17,79 11,84
Variaveis Coeficientes de Fung_éo de discriminagéo
padronizados

Al -0,39 0,33 -0,20

\% -0,47 0,05 -0,40

Cr -0,33 0,91 0,11

Mn -0,86 -0,04 -0,23

Fe -0,83 -0,08 0,22

Ni -0,28 0,94 0,09

Cu -0,91 0,15 -0,02

Zn -0,75 -0,23 0,56

As -0,59 -0,04 -0,49

Se -0,59 -0,28 0,71

Ag -0,80 -0,07 -0,19

Cd -0,18 -0,08 -0,34

Hg -0,88 -0,18 0,33

Pb 0,11 0,87 0,20

Ti -0,65 -0,18 -0,42

Os elementos Cu, Hg, Mn, Fe, Ag, Zn e Ti (-0,91, -0,88, -0,85, -0,83, -0,80,
-0,75 e -0,65, respectivamente) exibiram os maiores coeficientes e contribuiram

mais para o poder discriminatorio da Funcdo 1. O poder da Fungdo 2 permitiu
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maior discriminacao entre os tecidos, em que Ni, Cr e Pb apresentaram os maiores
coeficientes (0,93, 0,91 e 0,87), respectivamente. Os graficos de disperséo para
ambos os tecidos sdo exibidos na Figura 17. O musculo e o figado foram
consistentemente separados para cada espécie. Os rins foram agrupados
principalmente com musculo, possivelmente devido ao baixo nimero de amostras

para este tecido.
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Figura 17. Grafico de Disperséo para discriminagdo de tecido muscular, renal e hepético em figado
(SL), rim (SK) e musculo (SM) de Steno bredanensis. Mdsculo: (A) Fungéo 1 versus Fungéo
discriminante 2, (B) Funcéo discriminante 2 versus Fungéo discriminante 3.

Associacdes significativas entre elementos nado-essenciais e essenciais
foram detectadas em PPT pelo PCA. A associacdo de metais ndo-essenciais, Hg,
Ag e Ti, com Cu, Mn, Fe e Zn, pode indicar papéis protetores contra esses metais
nao-essenciais. Alguns estudos relataram um efeito protetor de Fe e Zn contra a
toxicidade de Hg, com a maioria dos estudos sendo realizada em ratos (Land et
al., 2018). No entanto, dados escassos sobre outras interacdes citadas em
organismos superiores estdo disponiveis. Novos estudos a esse respeito sao
necessarios em mamiferos marinhos, uma vez que existe uma lacuna significativa
na literatura para esse elemento nesses animais.

A Funcdo 2 também indica associac6es com Ni, Cr e Pb, embora em
menor grau. Associacbes entre Zn e Pb e Cu e Pb foram detectadas na FTE
(discutido adiante), e a presenca de associa¢cdes semelhantes na fracdo PPT pode

indicar os efeitos protetores ja existentes antes da desintoxicacao da MT.
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4.3.2.2. Fracdo Termolabil (FTL)

A andlise da funcao de discriminacdo em FTL de S. bredanensis realizada
usando as concentracdes de elementos em figado, rim e musculo é mostrada na

Tabela 11. Trés funcdes significativas foram detectadas.

Tabela 11. Resultado obtido pela Func¢éo de discriminacéo para a analise de
MT, GSH e metais em figado, rim e musculo de S. bredanensis em FTL

Funcéo de discriminacéo 1 2 3
Autovalor 4,58 3,48 1,80
Variancia total 32,76 24,89 12,83
Variaveis Coeficientes de Fungéo de discriminagéo

padronizado

Al -0,51 -0,16 -0,32
Cr 0,43 0,35 -0,18
Mn 0,90 0,34 -0,10
Fe 0,44 -0,38 -0,66
Ni -0,00 0,00 0,18
Cu 0,61 -0,75 0,11
Zn 0,39 -0,44 -0,67
As 0,85 0,42 0,02
Se 0,43 -0,70 0,48
Cd -0.43 -0,52 -0,56
Hg 0,50 -0,73 0,34
Pb 0,87 0,38 -0,16
Ti 0,53 0,54 -0,00

Sn 0,45 -0,62 0,09
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Os elementos Mn, Pb, As, Cu com 0,90, 0,87, 0,85 e 0,61,
respectivamente, apresentaram os maiores coeficientes e contribuiram mais para
0 poder discriminatério da Funcdo 1. O poder da Funcdo 2 permitiu maior
discriminacédo entre os tecidos, onde Cu, Se, Hg e Sn apresentaram os maiores
coeficientes, 0-0,75, -0,70, -0,73 e -0,61, respectivamente. Os gréficos de
dispersao para ambos os tecidos séo exibidos na Figura 18. O musculo e o figado
foram consistentemente separados para cada espécie. Os rins foram agrupados
principalmente com musculo, possivelmente devido ao baixo niumero de amostras

para este tecido.
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Figura 18. Gréfico de Dispersao para discriminacéo de tecido muscular, renal e hepéatico em figado
(SL), rim (SK) e musculo (SM) de Steno bredanensis. Musculo: (A) Funcédo 1 versus Fungdo
discriminante 2, (B) Funcéo discriminante 2 versus Fungéo discriminante 3.

Associacdes significativas entre elementos néo-essenciais e essenciais
foram detectadas no FTL pelo PCA. Cu e Mn, portanto, podem apresentar efeitos
protetores contra Pb e As. Isto €, ainda, corroborado pelas correlagbes de
Spearman estatisticamente significativas observadas na FTL entre Cu no figado
e Pb no musculo, indicativo de possiveis tentativas de destoxificagdo, que serdo
discutidas adiante. A presenca de uma associacdo entre Se e Hg também é
interessante, uma vez que Se é conhecido por exibir um efeito protetor contra Hg
(Lailson-Brito et al., 2012). E evidente que as correlacées interelementares contém
importantes informacfes de destoxificacdo no que diz respeito aos efeitos
protetores dos metais essenciais contra elementos ndo-essenciais e, portanto, o
FTL, embora contenha elementos termolabeis que podem nao ser totalmente
biodisponiveis, é util para melhor entender os mecanismos de destoxificagdo em
S. bredansis. A acédo de enzimas de destoxificacdo e proteinas nao enzimaticas
na destoxificacdo de metais ndo pode ser descartada nesta fracdo, ja que se sabe

gue o GSH, por exemplo, pode se ligar a varios metais, como Hg, Pb e As (Rubino,
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2015) e algumas enzimas, como a glutationa-s-transferase, que foi relatada como
sendo diretamente envolvida na extingéo de ions Cd, formando complexos GSH-
cadmio (Adamis et al., 2004).

4.3.2.3. Fracdo Termoestavel (FTE)

A andlise discriminante na FTE de S. bredanensis realizada utilizando as
concentracdes de MT, GSH e metais em figado, rim e musculo é apresentada na
Tabela 12. Trés fungdes significativas foram detectadas.
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Tabela 12. Resultado obtido pela Funcao de discriminacéo para a analise de MT,
GSH e elementos em figado, rim e musculo de S. bredanensis em FTE.

Funcéo de discriminacéo 1 2 3
Autovalor 4,36 3,63 19,79
Variancia total 29,12 24,22 13,19

Coeficientes de Funcéo de discriminacdo

Variaveis padronizados
MT 0,76 -0,35 0,21
GSH 0,60 -0,31 0,57
Al -0,23 0,24 -0,27
Cr -0,32 -0,65 -0,02
Mn -0,88 -0,06 0,42
Fe 0,10 -0,38 0,42
Ni -0,27 0,09 -0,06
Cu -0,23 -0,87 -0,05
Zn -0,15 -0,65 0,17
As -0,94 0,03 0,16
Se -0,15 -0,87 -0,36
Cd 0,34 -0,22 0,77
Hg -0,24 -0,82 -0,38
Pb -0,90 0,04 0,35
Ti -0,66 0,26 0,31

Como Pb, Mn, MT e Ti (-0,94, -0,90, -0,88, 0,75 e -0,66, respectivamente)
apresentaram os maiores coeficientes, estres contribuiram mais para o poder
discriminatério da Funcao 1. O poder da Funcéo 2 permitiu maior discriminacéo

entre os tecidos, em que Cu, Se, Hg, Zn e Cr apresentaram 0s maiores
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coeficientes (-0,87, -0,87, -0,82, -0,65 e -0,65, respectivamente). Os graficos de
dispersao para ambos os tecidos séo exibidos na Figura 19. O muasculo e o figado
foram consistentemente separados para cada espécie. Os rins foram agrupados
principalmente com musculo, possivelmente devido ao baixo nimero de amostras

para este tecido.
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Figura 19. Grafico de Disperséo para discriminacéo de tecido muscular, renal e hepatico em figado
(SL), rim (SK) e musculo (SM) de Steno bredanensis. Musculo: (A) Funcédo 1 versus Fungdo
discriminante 2, (B) Funcéo discriminante 2 versus Fungao discriminante 3.

Estes resultados indicam que a MT associada a As, Pb, Mn e Ti na fracao
de FTE é capaz de discriminar com precisdo entre figado e musculo devido a
contaminacao diferencial de metal e é, portanto, um biomarcador Gtil em estudos
de biomonitoramento. A associacao entre essas variaveis € interessante, pois se
sabe que a MT se liga a todos os metais presentes na Funcédo 1 (As, Pb, Mn e Ti)
(Waalkes et al., 1984; Kobayashi et al., 2007; Wong et al., 2017 ), embora Ti
pareca induzir e se ligar a essas metaloproteinas somente quando na forma de
nanoparticulas (Sureda et al., 2018). Além disso, as variaveis de Fungédo 2, Cu e
Zn, por apresentarem caracteristicas fisico-quimicas semelhantes e serem o0s
principais elementos a se ligar a MT, a fim de manter a homeostase da funcéo
celular diversificada, espera-se que exibam uma associacdo. A presenca de uma
associacao entre Se e Hg é interessante, j& que Se é conhecido por exibir um
efeito protetor contra Hg, como discutido anteriormente. Assim, a FTE é uma
escolha interessante em relacao a avaliagdo da via de destoxificagdo mediada por
MT em S. bredanensis e pode elucidar mecanismos bioquimicos e a ligagédo

especifica de certos metais a MT.
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4.4. Correlacdes de Spearman

As correlacbes foram calculadas pelo modelo de Spearman e, foram
consideradas significativas quando p< 0,05. Foram observadas correlacdes entre
metais nao-essenciais e essenciais, assim como entre dois metais ndo-essenciais
e dois metais essenciais. Nao foram observadas correlacdes significativas no rim
de P. blainvillei, devido ao baixo nimero de amostras. Nao foram observadas
correlagdes significativas (p <0,05) entre os metais analisados e MT e GSH.

Foram observadas diversas correlagfes fracas, moderadas, fortes e muito
fortes, porém serdo discutidas apenas as fortes e muito fortes. A Tabela 13 mostra
as correlacdes significativas fortes e muito fortes que foram encontradas entre

metais essenciais para P. blainvillei e S. bredanensis.

Tabela 13 . Correlacdes significativas (p<0,05) entre metais essenciais
encontrados em P. blainvillei e S. bredanensis

P. blainvillei S. bredanensis
Par elementar Forca da Par elementar Forca da
correlacéo correlacéo
Mn (F) x Fe (F) rs =-0,82 Cu(F)xSe (P rs = 0,89
Mn (M) x Cu (M) rs=0,77 - -
Mn (M) x Zn (M) rs=0,72 - -
Fe (M) x Cu (M) rs=0,77 - -
Cu (M) x Zn (M) rs = 0,87 - -

Correlagfes entre metais essenciais indicam processos homeostaticos no
organismo, participando de reacfes enzimaticas através de metaloenzimas,
dentre outros processos. Por exemplo, € de se esperar que correlacbes
significativas existam entre Cu e Zn, devido as funcbes de transporte e anti-
oxidante da enzima Cu/Zn-superdxido dismutase (Zelko, Mariani e Folz, 2002), e
entre Mn e outros elementos essenciais devido a atuacdo da Mn- superoxido
dismutase (Sarsour et al., 2012).

J& a Tabela 14 mostra as correlagdes significativas fortes e muito fortes
gue foram encontradas entre metais n&o-essenciais para P. blainvillei e S.

bredanensis.
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Tabela 14. Correlacdes significativas (p<0,05) entre metais ndo-essenciais
encontrados em P. blainvillei e S. bredanensis

P. blainvillei S. bredanensis

Par elementar clz(r)rrgg ggo Par elementar C';cr)rrglaa ggo
Cr (F) x Ni (F) rs = 0,93 Al (F) x As (M) rs=-0.81
Cr (F) x As (F) rs =0,82 Pb (F) x Sn (F) rs =-0,95
Cr (F) x Hg (F) rs = 0,86 Al (R) x Cd (M) rs =-0,87
Cr (F) x Pb (F) rs = 0,89 As (R) x Cd (M) rs = -0,87
Ni (F) x As (F) rs = 0,89 Cd (R) x Cd (M) rs =-0,87
Ni (F) x Hg (F) rs = 0,96 Hg (R) x Cd (M) rs = -0,87
Ni (F) x Pb (F) rs =0,82 Pb (R) x Cd (M) rs =-0,87
Hg (F) x Pb (F) rs = 0,86 Ti (R) x Cd (M) rs = -0,87
Cr (M) x Pb (M) rs = 0,82 - -

Ni (M) x Pb (M) rs=0,76 - -

Metais ndo-essenciais sdo, comumente, oriundos da agdo antropogénica
e, correlagbes entre eles indicam que, possivelmente, estes elementos séo
advindos da mesma fonte de contaminag¢ao, como dito anteriormente (Jerez et al.,
2013; Ribeiro et al., 2009)

A Tabela 15 mostra as correla¢des significativas fortes e muito fortes que
foram encontradas entre metais ndo-essenciais e essenciais para P. blainvillei e

S. bredanensis.
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Tabela 15. Correlacdes significativas (p<0,05) entre metais ndo-essencialiais e
essenciais encontrados em P. blainvillei e S. bredanensis

P. blainvillei S. bredanensis

Par elementar CE(rJrrgg g&ao Par elementar C';?rrgg g;o
Mn (F) x Ni (F) rs = 0,93 Fe (F) x Cd (M) rs=-0,78
Mn (F) x As (F) rs=0,79 Ni (F) x Fe (M) rs =-0,87
Fe (F) x Ni (F) rs =-0,75 Cu (F) x Hg (F) rs = 0,83
Zn (F) x Ni (F) rs =-0,82 Se (F) xHg (F) rs = 0,86
Se (F) xCd (F) rs=0,86 Mn (R) x Cd (M) rs =-0,87
Mn (M) x Cr (M) rs =0,75 Cu (R) x Cd (M) rs=-0,87
Mn (M) x Pb (M) rs = 0,82 Zn (R) x Cd (M) rs = -0,87
Cu (M) x Hg (M) rs = -0,73 Mn (M) x Ni (M) rs = -0,95

Correlagbes entre metais ndo-essencialiais e essenciais, porém, podem
significar possiveis efeitos protetores exercidos pelo metal essencial contra os
efeitos adversos apresentados pelo metal ndo-essenciais (Land et al., 2018), que

podem ser postulados através do calculo de raz6es molares, descritos a seguir.

45. Razdes molares

Alguns metais essenciais associam-se a elementos nao-essenciais no
organismo para evitar efeitos deletérios, embora esse mecanismo ndo seja bem
investigado e apenas algumas dessas associacdes tenham sido descritas na
literatura (Land et al., 2018). Para avaliar melhor as associagfes significativas
entre metais e metaldides e inferir possiveis efeitos deletérios, as razées molares
entre elementos essenciais e nao-essenciais em figado, rim e musculo de P.
blainvillei e S. bredanensis que apresentaram correlacdes significativas de

Spearman foram calculadas para a FTE e apresentadas na Tabela 16.
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Tabela 16. Raz8es molares e possiveis efeitos protetores em P. blainvillei e S.
bredanensis figado, rim e musculo.

Espécie Matriz Elementos Razdo Efeito protetor
molar postulado
, ) Protecédo contra efeitos
Mn (F) x Ni (F) 30:1 toxicos de Ni
, Protecao contra efeitos
Mn (F) x As (F) 2:1 toxicos de As
Figado Fe (F) x Ni (F) 417:1
Protecédo contra efeitos
toxicos de Ni
Zn (F) x Ni (F) 56:1
P. blainvillei
_ Protecédo contra efeitos
Se (F)x Cd (F) 8:1 toxicos de Cd
_ Protecédo contra efeitos
Mn (M) x Cr (M) 11 toxicos de Cr
. , Protecdo contra efeitos
Musculo  Mn (M) x Pb (M) 7:1 toxicos de Pb
, Protecdo contra efeitos
Cu (M) x Hg (M) 6:1 téxicos de Hg
Fe (F) x Cd (M) 112-1 Protecf‘a_o cor;traCeJeltos
Figado e toxicos de
Musculo = -
, _ Protecédo contra efeitos
Fe (M) x Ni (F) 31 toxicos de Ni
Cu (F) x Hg (F) 1.1
Figado Protecdo contra efeitos
9 téxicos de Hg
Se (F) x Hg (F) 1,311
S.
bredanensis
Mn (R) x Cd (M) 19:1
Rim e _ Protecéo contra efeitos
musculo Cu (R)x Cd (M) 9:1 toxicos de Cd
Zn (R) x Cd (M) 63:1
Masculo  Mn (M) x Ni (M) 31-1 Protec&o contra efeitos

toxicos de Ni
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4.5.1. Efeito protetor contra As

O As é um elemento ndo-essenciais e carcinogénico, conhecido por causar
mau funcionamento de mecanismos celulares importantes, como mitose e
respiracdo celular, sendo também capaz de contribuir para o estresse oxidativo.
As formas inorganicas de As sdo muito mais toxicas do que as organicas e, em
ambientes aquaticos, estas Ultimas sdo mais frequentemente observadas (Land
et al., 2018).

Em P. blainvillei foi encontrada uma correlacdo entre Mn e As, com razao
molar de 2:1. Harder e colaboradoes (2007) estudaram possiveis efeitos
protetores de Se, Mn, metionina, entre outros contra a toxicidade de As em
passaros. De acordo com esse estudo, 0 Mn aparenta exercer protecao contra 0s
efeitos de As. Porém, ndo foram encontrados na literatura estudos que
comprovem esta relagdo em mamiferos, sendo assim necessarios mais estudos

sobre essas relacoes.

4.5.2. Efeito protetor contra Cd

A alta toxicidade do Cd se deve, entre outros fatores, ao estresse oxidativo
sofrido pelas células devido a exposi¢ao a este elemento e, as interagdes entre 0
Cd e os metais essenciais, como Fe, Ca e Zn, que podem reduzir sua toxicidade
(Land, et al., 2018). A presenca de Cd no interior da célula pode levar a destrui¢cdo
de membranas celulares, devido a sua capacidade de estimular a formacéo de
espécies reativas de oxigénio, que podem entéo induzir a peroxidacgéao lipidica e
outros efeitos bioquimicos prejudiciais (Rogalska, Pilat-Marcikiewicz e Brozka.,
2011).

No presente estudo, para S. bredanensis, foram observados possiveis
efeitos protetores de Cu, Mn e Zn encontrados no rim contra o Cd do musculo,
com razdes molares de 9:1, 19:1 e 63:1 respectivamente, além de uma correlagéo
entre Fe, encontrado no figado, e Cd, no masculo, com uma razdo molar de 112:1.
Para P. blainvillei foi observado um possivel efeito protetor de Se contra Cd, com
razdo molar de 8:1 em figado.

Em um estudo realizado por Jihen et al. (2008), ratos foram divididos em 5
grupos, nos quais foram administradas diferentes doses: 200 ppm de Cd; 200
ppm Cd e 500 ppm de Zn; 200 ppm de Cd e 0,1 ppm de Se; e 200 ppm de Cd,
500 ppm de Zn e 0,1 ppm de Se, em um periodo de 24 horas. Foi sugerido um

possivel efeito protetor do Se e Zn em relagdo ao Cd. O estudo realizado por
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Rogalska, Pilat-Marcikiewicz e Brozka. (2011), que expds ratos a Zn (30 e 60 mg
L) e/ou Cd (5 e 50 mg L?1) ao longo de 6 meses, confirma uma protecéo parcial
de Zn contra danos no tecido hepatico de ratos, assim como o estudo realizado
por Jamakala e Rani (2014), no qual Cd (22,5 mg kg?), Zn (12 mg kg') e Fe (40
mg kg*?) foram administrados oralmente em ratos ao longo de periodos variando
entre 7, 15 e 30 dias, que mostra os efeitos protetores de Zn e Fe no figado desses
animais. Ja Eybl e Kotyzova (2010), ao estudar a toxicidade de Cd em ratos,
expuseram estes animais a doses de 7 mg kg*de Cd e 20 mg kg™ de Mn ao longo
de 24 horas e observaram um possivel efeito protetor de Mn contra Cd. Liu e
colaboradores (1992) mostraram, por meio de um estudo computacional, os
possiveis efeitos protetores de Cu e Zn contra a toxicidade de Cd em rins de ratos,
utilizando como variaveis para os célculos as concentragées de Zn (0 e 25 mg kg
1), Cu(0e12,5mgkg?) e Cd (0,1 e 0,4 mg kg™?).

O acumulo de Cd no figado e rim é devido a sua alta biodisponibilidade e
€ de grande preocupacao, pois, mesmo em baixas concentracdes, esse elemento
pode levar a alteracdes patologicas no tecido hepatico (Jihen et al., 2008). Como
este elemento foi significativamente detectado em FTE, que contém MT, e Zn é
capaz de induzir a sintese de MT (Rafique, Shaikh e Tahir, 2010), a toxicidade de
Cd pode ser diminuida pela redistribuicdo de Cd pelo corpo pela superexpresséo
de Zn,0 que explicaria a extremamente alta razdo molar Zn:Cd observada aqui.
Além disso, 0 Zn é conhecido por seu papel na prevencdo do estresse oxidativo
e, portanto, também pode ajudar na protecdo contra a destruicdo de membranas
celulares causada por Cd (Jihen et al., 2008). Portanto, o Zn pode proteger o
figado contra danos funcionais e estruturais, embora isso dependa da quantidade
de Zn biodisponivel. No entanto, o Zn foi detectado, principalmente, na fracao
insoluvel. Assim, parece que quantidades ainda menores de Zn na FTE, em
comparacgdo com PPT, podem ser capazes de se ligar eficientemente ao Cd. Essa
interacdo complexa entre Zn e Cd ainda é pouco investigada, especialmente em

mamiferos marinhos, e merece estudos adicionais.

4.5.3. Efeito protetor contra Hg

O Hg é considerado um metal extremamente téxico, sendo capaz de
bioacumular ao longo da cadeia tréfica, e, quando em sua forma organica, como
por exemplo metilmercurio, € capaz de penetrar em biomembranas e acumular no

tecido adiposo e figado. Dentre seus possiveis efeitos colaterais, os mais
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conhecidos séo os possiveis danos causados aos rins e sistema nervoso (Land et
al., 2018).

O Se desempenha um papel importante no mecanismo de defesa celular
e, portanto, é considerado um importante antioxidante natural (Elgaml et al. 2015).
O Cu tem muitas funcdes metabdlicas diferentes, como a sintese de
metaloproteinas, incluindo a MT, e propriedades antioxidantes (Land et al., 2018;
Flora et al., 1982). Neste estudo, foram observadas correlacdes entre Cu-Hg e Se-
Hg no figado de S. bredanensis e, as razdes molares para estas associacoes
foram de 1:1 e 1,3:1 respectivamente. Em P. blainvillei, foi observada uma
associacao entre Cu-Hg em musculo, com razdo molar de 6:1.

Estudos realizados em ratos expostos a compostos de Hg e Se mostraram
gue o segundo exerce um efeito protetor contra o primeiro, protegendo 0s
individuos analisados, ao menos parcialmente, da toxicidade de Hg (Li et al.,
2014). Embora baixas concentracdes de Cu e Se tenham sido encontradas na
FTE, parece que mesmo pequenas quantidades desses analitos sdo capazes de
se ligar eficientemente ao Hg e promover um efeito protetor contra sua toxicidade
no organismo.

Quanto a possiveis efeitos protetores de Cu contra Hg, estudos conduzidos
por Roesijadi e Fellingham (1987), mostram que, quando expostos a
concentracdes variadas de Cu e a uma concentracdo fixa de 75 ug L*de Hg,
mexilhdes tendem a ter sua tolerancia a toxicidade de Hg aumentada. Ja os
estudos realizados por Singh e Singh (1992) demonstram que concentracdes
equimolares de Cu?" com Hg?* (1,5 um) ou CHsHg* (0,6 um) séo capazes de

antagonizar a toxicidade desses compostos.

4.5.4. Efeito protetor contra Pb

O Pb é um metal ndo-essenciais que pode ser absorvido e distribuido pelo
corpo, levando a efeitos perigosos em muitos tecidos e oOrgdos diferentes,
incluindo o estresse oxidativo (Elgaml et al., 2015). Neste cenario, alguns metais,
como Se, Cu e Zn, mostraram potencial para reduzir os niveis de Pb e, portanto,
sua toxicidade (Flora et al., 1982; Markiewicz-Gérka et al., 2015).

No presente estudo, foi observada uma correlacdo entre Mn e Pb, com
razdo molar de 7:1. Porém, a literatura ndo apresenta quase nenhum estudo a
respeito desta associacdo. Em um estudo realizado com ratos expostos a
solucées aquosas de Pb (0,2 mg L') e Mn (2 mg L?), Markiewicz-Goérka e

colaboradores (2015), foi observada uma correlagédo entre esses analitos, porém
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nao foi observado nenhum efeito protetor do metal essencial sobre o néo-
essenciais. Dada a falta de informac@es adicionais na literatura, nao foi possivel

discutir essa relacdo e mais estudos sobre o tema devem ser realizados.

4.5.5. Efeito protetor contra Ni

O Ni é um contaminante que pode ocasionar efeitos subletais como
problemas de crescimento, disfuncdo neuromuscular e disfun¢des reprodutivas.
Dentre as possiveis formas de exposicdo a ele temos a via oral, absorgéo cutanea
ou inalagdo, sendo que a exposicdo pode ser aguda ou crdnica (Outridge e
Scheuhmmer, 1993).

Neste estudo foi observada uma correlacéo entre Zn e Ni, com razao molar
de 56:1. De acordo com os estudos conduzidos por Joshi e colaboradores (2004),
guando ratos sdo expostos a Zn (10 mg kg?') por um periodo de 24 horas e
posteriormente a NiCl, (150 pmol kg?) pelo mesmo periodo, o Zn possivelmente
apresenta um efeito protetor contra a toxicidade de Ni em figado e rim destes
animais. Porém, ndo foram encontrados na literatura estudos sobre possiveis
efeitos protetores de Mn e Fe contra a toxicidade de Ni, indicando que é
necessario ampliar os estudos nessa area devido a lacuna de conhecimento

observada.

4.6. Deteccédo de metaloproteinas por SEC-HPLC-ICP-MS

A metaldmica é a area que tem como objeto de estudo as diferentes
variantes metdlicas presentes no organismo, assim como sua quantidade,
identidade e localizac¢éo, o que inclui, portanto, o estudo das metaloproteinas, que
sdo proteinas ligadas a metais. Este tipo de estudo também tem como foco a
caracterizacdo estrutural e funcional, identificacdo e quantificacdo das
metaloproteinas em organismos vivos (Lavradas et al. 2016).

Para caracterizar a fragdo FTE dos golfinhos analisados, contendo
proteinas termoestéveis, foi utilizada a técnica de separacdo de proteinas por
meio de cromatografia por exclusdo de tamanho (do inglés, size exclusion
chromatography, SEC) acoplada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (do
inglés, High performance liquid chromatography, HPLC) que, acoplada com a
técnica de espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado,
permite detectar diversas proteinas ligadas a metais simultaneamente (Gonzalez-
Ferandez et al., 2008).
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De acordo com a calibracdo da coluna mostrada anteriormente na Figura
6, pode-se comparar o0s tamanhos ds metaloproteinas caracterizadas nas
amostras. Feito isso verificamos que os perfis cromatogréficos apresentam os
seguintes tempos de retencdo: BSA (11 minutos e 67 kDa), MT (17 minutos e 7
kDa) e GSH (21 minutos e 0,3 kDa). Esses tempos estdo marcados nas figuras

abaixo por retas verdes.

4.6.1. Metaloproteinas em Pontoporia blainvillei

Os perfis cromatograficos para as fracdes termoestaveis de figado, rim e
musculo de P. blainvillei apresentaram algumas variagfes, entretanto, todos os
elementos analisados eluiram entre 10 e 30 minutos. Todas as amostras
apresentaram picos evidentes para Cu, Ni e Ti, assim como para Cr e Zn, que
estiveram presentes na maioria das amostras. Os elementos Hg e Pb, nado
registraram presencga em todos os individuos analisados e os picos referentes a
estes analitos sdo pequenos, sendo que para o individuo P8 M n&o houve ligagédo
entre Hg e proteina. As e Se exibiram picos consideravelmente pequenos e,
apenas para o individuo P7 M, o mesmo ocorreu para Cd (P4 M), Co (P12 F) e Sn
(P6 F). Uma vez que foi injetada sempre a mesma quantidade de proteina (40 ug)
para todas as amostras, algumas comparacdes relativas a intensidade dos picos
foram realizadas. As Figuras 20 a 22 mostram o perfil exibido por esses analitos

nas amostras de figado, rim e musculo de P. blainvillei.
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Figura 20. Proteinas ligadas a As, Cd, Co e Cr observadas por SEC-HPLC-ICP-MS em figado e
musculo de P. blainvillei. (F) — (preto) - Figado, (R)- (azul) - Rim. Os tamanhos de proteina
contidos no padrédo sdo: BSA (67 kDa), MT (7 kDa) e GSH (0,3 kDa).

Apenas uma amostra apresentou pico para Cd, tendo sido observado
aproximadamente aos 21 minutos, indicando uma possivel ligacdo entre este
elemento e a GSH que, no cromatograma para os padrdes (Figura 6), apresentou
tempo de retencdo muito similar. Essa complexacéo foi descrita por Jacquart et
al. (2017) como entalpicamente favoravel em pH 7,4, fisiol6gico. Assim, podemos
inferir que ao menos uma parte do Cd presente no individuo P4 M foi destoxificado
por essa interacdo. Assim como para o Cd, apenas uma amaostra apresentou pico
para Co, com tempo de retencdo de aproximadamente 21 minutos.
Consequentemente, é possivel que tenha ocorrido a complexacao entre a GSH e
o Co neste individuo (Singh et al., 2001).

Os tempos de retencdo observados para As e Cr (25 e 27 minutos
respectivamente) indicam que estes elementos estéo ligado a metaloproteinas de
peso molecular inferior ao da GSH (0,3 kDa), para as quais n&o foram utilizados
padrées de calibragdo, bem como ndo foram encontrados dados na literatura,

corroborando a necessidade de estudos futuros a respeito do tema.
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Figura 21. Proteinas ligadas & Cu, Hg, Ni e Pb observadas por SEC-HPLC-ICP-MS em figado, rim
e musculo de P. blainvillei. (F) (preto) Figado, (R) (azul) Rim, (M) (vermeho) Musculo. Os
tamanhos de proteina contidos no padréo sédo: BSA (67 kDa), MT (7 kDa) e GSH (0,3 kDa).

Todos os individuos analisados apresentaram pico para Cu, com tempo de
retencdo em aproximadamente 21 minutos, indicando a possivel complexacao
entre a GSH e este metal, indicando a ocorréncia de destoxificacdo, ainda que
parcial, por esta via metabdlica (Singh et al., 2001). Em musculo também foi
observado um tempo de retencdo em aproximadamente 13 minutos, indicando
gue, além da complexacdo com GSH, uma parte do Cu pode ter sido complexado
por uma proteina de peso molecular préximo a 67 kDa (Inesi, 2017).

Os perfis observados para Hg diferem entre os tecidos analisados, sendo
gue apenas trés amostras de figado e cinco amostras de musculo apresentaram
picos. Em figado foram observados tempos de retencédo de aproximadamente 11
minutos indicando uma possivel destoxificagédo neste tecido pela complexagéo de
Hg com a metaloproteina em questédo, tendo esta peso molecular préximo a 67
kDa, dado que o tempo de retengcédo de Hg se assemelha ao do padrdo de BSA
(Li et al.,, 2018). No tecido muscular, por outro lado, os tempos de retencéo
observados foram de aproximadamente 21 minutos, indicando complexacéo entre
Hg e GSH e destoxificac@o por esta via metabdlica (Singh et al., 2001).

Assim como para Cu, todas as amostras analisadas apresentaram picos

para Ni, tendo estes tempos de retencéo 21 e 27 minutos. O primeiro pico (20 min)
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indica possivel complexac¢do com a GSH e consequentemente destoxificacao por
esta via metabdlica (Singh et al., 2001). Os picos observados em 27 minutos
podem ser atribuidos a metaloproteinas de peso molecular inferior a 0,3 kDa,
mostrando a necessidade de estudos futuros sobre a termoestabilidade de
metaloproteinas.

Todas as amostras de figado e rim, assim como cinco amostras de
musculo apresentaram picos em aproximadamente 21 minutos, sendo este o
mesmo tempo de retencdo da GSH no padrdo. De acordo com estudos
conduzidos por Jacquart et al. (2017), a complexacdo entre GSH e Pb é
entalpicamente favoravel, ou seja, o efeito toxico deste metal possivelmente foi
reduzido por essa reacdo. Na amostra de rim, também foi observado um tempo
de retencdo de aproximadamente 11 minutos, para o individuo P12 R, indicando
que uma parte da concentracao total de Pb neste individuo pode ter sido
complexado por uma metaloproteina de peso molecular préximo a BSA (67 kDa)
(Conick, 2011).
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Figura 22. Proteinas ligadas a Se, Sn, Ti e Zn observadas por SEC-HPLC-ICP-MS em figado, rim e
musculo de P. blainvillei. (F) (preto) Figado, (R) (azul) Rim, (M) (vermelho) Musculo. Os tamanhos
de proteina contidos no padréo sédo: BSA (67 kDa), MT (7 kDa) e GSH (0,3 kDa).
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Apenas um pico, muito sutil, de aproximadamente 600 cps, foi observado
para Se em uma Unica amostra de musculo, indicando a baixa concentracéo
desse analito no individuo em questdo. O tempo de retencdo observado foi de
aproximadamente 25 minutos o que, de acordo com a literatura, indica que Se
aparenta estar na forma de Se—metionina (0,2 kDa) ou Se—uréia (0,1 kDa) (Pizarro
et al., 2004). Para Sn foi observado excesso de interferéncia no cromatograma
obtido, assim como um pico consideravelmente pequeno. O metal aparenta estar
ligado a GSH, entretanto, ndo héa registros de estudos sobre a formacao do
complexo Sn-GSH na literatura.

Sao, portanto, necessarios estudos futuros sobre esse tema, para metais
e metaloproteinas, de modo a aumentar a resolugdo da analise, assim como
permitir a realizacdo de uma analise mais precisa das proteinas ligadas a esses
metais.

Todas as amostras analisadas apresentaram intensidades altas para Ti
indicando, assim, contaminagao por este analito em todos os individuos. O tempo
de retencdo observado foi de aproximadamente 21 minutos, o que indica uma
possivel complexacao entre Ti e GSH, no entanto, como este € um contaminante
emergente, ndo foram encontrados registros na literatura sobre a formagéo do
complexo Ti-GSH, o que, novamente, evidencia a necessidade de mais estudos
para a caracterizacdo das proteinas ligadas a este metal.

Nas amostras de figado e musculo, Zn apresentou tempos de retengéo de
aproximadamente 21 minutos, similar ao que foi observado para o padrdo de GSH.
O estudo conduzido por Zhou e colaboradores (2012) mostra as possiveis formas
de complexacéo entre GSH e Zn e sua estabilidade, além e ressaltar a importancia
para os sistemas biologicos. Tempos de retencdo de 11 min e 21 min foram
observados no rim, para o individuo P12 R indicando que, além da complexacdo
com a GSH, uma parte do Zn esta complexado com uma proteina de tamanho
proximo a BSA (67 kDa), podendo até ser a propria (Stewart et al., 2003).

A Tabela 17 exibe um resumo de todos 0s metais e tempos de retencéo
aproximados observados para figado, rim e musculo de P. blainvillei. Para figado
e rim, os tempos de retencéo observados foram de 11, 21 e 27 minutos, enquanto
para musculo foram de 21, 25 e 27 minutos. A partir dessas observacdes é
possivel inferir que proteinas de elevado peso molecular tem maior afinidade com

orgdos metabolicamente ativos (Lavradas et al., 2016).
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Tabela 17. Tempos de retencédo para figado, rim e masculo de P. blainvillei

Tempo
Individuo
11 minutos 21 minutos 25 minutos 27 minutos
P1F Hg, Pb Cu, Hg, Ni, Pb, Ti - Cr
P2 F Hg, Pb Cu, Hg, Ni, Pb, Ti - -
Cd, Cu, Hg, Ni, Pb,
P4 F Hg Ti. Zn Cr
P6 E Hg, Zn Cu, Ni, Pb, Sn, Ti, ] cr
Zn
P12 F i Co, Cu, Ni, Pb, Ti, i Cr
Zn
P12 R Cu, Pb, Zn Cu, Ni, Pb, Zn,Ti - -
P3 M i Cu, Hg, Ni, Pb, Ti, i Cr
Zn
P5 M - Cu, Ni, Pb, Ti, Zn - Cr
P7 M - Cu, Ni, Pb, Ti, Zn As, Se Cr
P8 M - Cu, Ni, Ti - -
PO M - Cu, Hg, Ni, Ti -
P10 M - Cu, Ni, Pb, Ti - Cr
P11 M - Cu, Ni, Pb, Ti, Zn - Cr
P12 M - Cu, Ni, Ti, Zn - Cr

Uma vez que todas as amostras foram injetadas com a mesma quantidade
de proteina (40 ug), é possivel comparar as intensidades relativas de cada pico e,
assim, inferir qual individuo apresentou maior concentracdo do analito. Para esta
espécie, no geral, as intensidades observadas em figado foram mais altas do que
em rim e musculo. Na Tabela 18 é mostrado um resumo das intensidades relativas
dos picos para todos os analitos que foram detectados em ao menos dois

individuos.
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Tabela 18. Intensidades relativas (em %) observadas para os analitos Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Ti e Zn em P. blainvillei

Cr Cu Hg Ni Pb Ti Zn
empo (min) 27 21 11 21 21 11 21 21 21
Individuo
P1LF 83 30 5 46 13 61 56 46 -
P2 F - 35 - 53 19 70 48 28 -
P4 F 73 51 17 - 100 - 100 58 19
P6 F 75 100 12 - 56 - 43 92 100
P12 F 97 12 - - 18 - 32 54 5
P12 R - 4 - - 13 100 35 36 3
P3 M 100 100 - 21 65 - 35 4
P5 M 93 8 - - 17 - 14 82 2
P7 M 10 5 - - 12 - 25 100 3
P8 M 73 17 - - 9 - - 49 -
PO M - 21 - 100 11 - - 27 -
P10 M 88 50 - - 15 - - 65 -
P11 M 66 11 - - 14 - 57 59
P12 M 69 24 - - 13 - - 58
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A partir dos dados da Tabela 18 é possivel inferir que, devido a maior
concentracdo de analitos no figado, para esta espécie, destoxificacdo pela via
metabdlica da metalotioneina ocorreu em um dado momento. Esse
comportamento € esperado, uma vez que o figado é o 6rgdo com maior potencial
de biotransformacédo e eliminacdo de xenobidticos. Entretanto, para alguns
analitos, o musculo apresentou concentracdes relativas elevadas, indicando que,
apesar da destoxificacdo mediada por metalotioneina, possivelmente houve
bioacumulacéo nos individuos analisados (Souza et al., 2018).

4.6.2. Metaloproteinas em Steno bredanensis

Os perfis cromatograficos para as fracées termoestaveis de figado, rim e
musculo de S. bredanensis apresentaram algumas varia¢des, entretanto, todos os
elementos analisados eluiram entre 10 e 30 minutos, com excec¢do ao Hg, que
apresentou tempos de eluicdo entre 10 e 40 minutos. Todas as amostras exibiram
picos evidentes para Cu, Ni e Ti, assim como para Cr e Zn, também presentes na
maioria das amostras. Elementos como Hg, Pb e Zn, também n&o estiveram
presentes em todas as amostras e 0s picos observados para estes analitos foram
menos intensos do que aqueles observados para Cu, Ni e Ti. Entre os individuos
analisados, nove amostras dos trés tecidos estudados ndo apresentaram
associacao entre Hg e proteinas, indicando que possivelmente este elemento
quase nao foi destoxificado por metaloproteinas. Para Se, picos
consideravelmente pequenos foram observados, em apenas trés individuos. O
mesmo ocorreu para Cd (S7 M) e Fe (S7 M), gue apresentaram picos apenas para
um individuo e, ainda, nao foram observados picos para As. Assim como para P.
blainvillei, a quantidade de proteina injetada foi de 40 ug para todas as amostras,
possibilitando, assim, fazer algumas comparagfes relativas a intensidade dos
picos. As Figuras 23 a 25 mostram o perfil exibido por esses analitos nas amostras

de figado, rim e musculo de S. bredanensis.
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Figura 23. Proteinas ligadas a Cd, Co, Cr e Cu observadas por SEC-HPLC-ICP-MS em figado, rim
e musculo de S. bredanensis. (F) (preto) Figado, (R) (azul) Rim, (M) (vermelho) Musculo. Os
tamanhos de proteina contidos no padrdo sdo: BSA (67 kDa), MT (7 kDa) e GSH (0,3 kDa).

Apenas duas amostras apresentaram picos relativos ao Cd, sendo estes
observados aproximadamente aos 21 minutos. A partir deste estudo é possivel
indicar uma possivel ligacdo entre a GSH e o Cd. Como descrito anteriormente
para P. blainvillei, o complexo Cd-GSH foi descrito por Jacquart et al. (2017) como
sendo entalpicamente favoravel em pH fisiolégico e, consequentemente, uma
parte do Cd presente nestes individuos foi destoxificado devido a esta interacao.
Similarmente ao Cd, apenas uma amostra apresentou pico relativo a Co, tendo
este um tempo de retencéo de aproximadamente 22 minutos. Como previamente
descrito por Singh et al. (2001), é possivel que parte do Co presente neste
individuo esteja complexando com a GSH e, assim, realizando ao menos
parcialmente a destoxificacdo deste metal.

Picos referentes a Cr em figado, musculo e rim foram observados para
maioria dos individuos analisados desta espécie. Os tempos de retencdo
observados para Cr foram, em todas as amostras, de aproximadamente 27
minutos, indicando que este elemento, possivelmente, esta ligado a
metaloproteinas de peso molecular inferior ao da GSH (0,3 kDa). Nao foram

encontrados na literatura estudos acerca da complexacdo de Cr com
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metaloproteinas termoestaveis deste tamanho, corroborando a necessidade de
estudos futuros a respeito do tema.

O pico relativo a Cu foi observado em todos os individuos analisados aos
21 minutos, indicando que possivelmente ocorreu complexacdo entre a GSH e
este metal e, consequentemente, houve destoxificacdo, ao menos parcial, por esta
via metabdlica (Singh et al., 2001). Aos 12 minutos, para rim e musculo, também
foram apresentados picos relativos a Cu, sinalizando que este metal pode ter sido
complexado por uma proteina de peso molecular préximo a 67 kDa e, desse
modo, parcialmente destoxificado pela mesma (Inesi, 2017).
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Figura 24. Proteinas ligadas a Fe, Hg Ni e Pb observadas por SEC-HPLC-ICP-MS em figado, rim e
musculo de S. bredanensis. (F) (preto) Figado, (R) (azul) Rim, (M) (vermelho)- Musculo. Os
tamanhos de proteina contidos no padréo sdo: BSA (67 kDa), MT (7 kDa) e GSH (0,3 kDa).

Apenas o individuo S7 M apresentou pico relativo a Fe, com tempo de
retencdo de aproximadamente 21 minutos, indicando possivel complexagéo entre
a GSH e o analito (Berndt e Lillig, 2017), assim como uma destoxificacéo parcial
deste por esta via metabdlica.

Os perfis observados para Hg diferem entre os tecidos analisados, com
apenas duas amostras de figado, trés de rim e quatro de musculo apresentando

para este analito, picos ligados a proteina. Os tempos de retencdo de
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aproximadamente 11 minutos observados para figado indicam a possbilidade de
destoxificagcdo neste tecido, por meio da complexacdo de Hg com a
metaloproteina em questéo, cujo peso molecular, considerando que o tempo de
retencao de registrado se assemelha ao do padrdo de BSA, é préximo a 67 kDa
(Li et al., 2018). Por outro lado, os tempos de retencdo observados em tecido
muscular foram de aproximadamente 21 e 35 minutos, indicando complexacéo
entre Hg e GSH e destoxificacdo por esta via metabdlica (Singh et al., 2001), além
da possivel complexagdo com uma metaloproteina de peso molecular inferior ao
da GSH. No rim, foram observados tempos de retencédo de aproximadamente 11
e 35 minutos, indicando tanto complexacdo com metaloproteinas de peso
molecular semelhante a BSA (67 kDa) e inferior a 0,3 kDa, respectivamente.

Analogamente ao observado para Cu, foram verificados picos relativos a
Ni em todas as amostras analisadas, que apresentaram 0 primeiro pico
aproximadamente aos 21 minutos, indicando possivel complexacdo entre este
metal e a GSH e, consequentemente destoxificacdo, ainda que parcial, por esta
via metabdlica (Singh et al., 2001). Para musculo foram observados, também,
picos aproximadamente aos 27 minutos, possivelmente atribuidos a
metaloproteinas de peso molecular inferior a 0,3 kDa

Os resultados auferidos indicam a necessidade estudos futuros a respeito
da termoestabilidade de metaloproteinas e possiveis vias de destoxifcacdo, uma
vez que, para proteinas menores que 0,3 kDa, nao foram encontrados estudos na
literatura que permitam inferéncias e paralelos mais profundos a respeito do tema.

As trés amostras de rim e nove das amostras de musculo apresentaram
picos de Pb aproximadamente aos 21 minutos, 0 mesmo tempo de retencéo da
GSH no padrdo. De acordo com estudos conduzidos por Jacquart et al. (2017), a
complexacgéo entre GHS e Pb é entalpicamente favoravel, ou seja, o efeito toxico
deste metal possivelmente foi reduzido por essa reacdo. Uma vez que nado foram
verificados picos para as amostras de figado, pode ser inferido que a
destoxificacdo deste metal, em tecido hepatico, ocorre majoritariamente por outras

vias metabdlicas.
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Figura 25. Proteinas ligadas a Se, Ti e Zn observadas por SEC-HPLC-ICP-MS em figado, rim e
musculo de S. bredanensis. (F) (preto) Figado, (R) (azul) Rim, (M) (vermelho) Musculo. Os
tamanhos de proteina contidos no padréo séo: BSA (67 kDa), MT (7 kDa) e GSH (0,3 kDa).

Foram observados picos relativos a Se em trés amostras de figado e uma
amostra de musculo, com baixa intensidade, indicando a baixa concentracédo
desse analito nos individuos estudados. No figado foram observados dois picos
para Se, o primeiro aproximadamente aos 11 minutos e o segundo aos 21
minutos. O primeiro pico indica complexacdo de Se com uma metaloproteina de
peso molecular préximo a 67 kDa (peso molecular do padrdo de BSA), ja o
segundo pico indica complexacdo com a GSH e possivel destoxifcacao por esta
via metabdlica. O pico de Se em musculo, observado aos 25 minutos, foi
consideravelmente pequeno, sendo que de acordo com literatura, neste tempo de
retencdo Se pode estar na forma de Se—metionina (0,2 kDa) ou Se—uréia (0,1 kDa)
(Pizarro et al., 2004).

Foram verificados picos de altas intensidades para Ti, em quase todas as
amostras analisadas, o que indica haver contaminacédo por este analito em todos
os individuos. O tempo de retencdo observado foi de aproximadamente 21
minutos, o que indica uma possivel complexacdo entre Ti e GSH. Uma vez Ti é
um contaminante emergente, a literatura versando a respeito da formacdo do

complexo Ti-GSH é limitada, o que evidencia a necessidade e importancia da
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conducao de novos estudos para a caracterizacdo das proteinas ligadas a este
metal.

Nas amostras de rim e musculo, o tempo de retencdo observado para Zn
foi de aproximadamente 21 minutos, da mesma forma que para o padrdo de GSH.
O complexo formado entre Zn e GSH ¢é estavel e de extrema importancia para os
sistemas bioldgicos (Zhou et al., 2012), sendo que este pode ter auxiliado o
processo de destoxificacdo de Zn. No figado, o tempo de retengéo observado foi
de 11 minutos, indicando que, neste tecido uma parte do Zn estd complexado com
uma proteina de tamanho préximo a albumina (67 kDa), podendo até mesmo ser
a propria (Stewart et al., 2003).

Na Tabela 19 é mostrado um resumo de todos os metais, e seus
respectivos tempos de retencdo aproximados, observados para figado, rim e
musculo de S. bredanensis. Em todos os tecidos analisados foram observados
picos em 11, 21, 27 e 35 minutos, sendo interessante ressaltar que nem todos os
individuos apresentaram picos relativos & metais em 11, 27 e 35 minutos.
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Tabela 19. Tempos de retencdo observados para figado, rim e masculo de S.

bredanensis

Tempo
Individuo _ _ 27 _
11 minutos 21 minutos minutos 35 minutos

S1F - Cu, Ni, Se, Ti - -
S2F - Cu, Ni, Ti, Zn Cr -
S4F Hg Cu, Ni, Ti, Zn Cr -
S9F Cu Cu, Ni, Ti Cr -
S10F Hg, Se, Zn  Cu, Ni, Se, Ti, Zn Cr -
S11F Cu Cu, Ni, Ti Cr -
S12 F - Cu, Ni, Ti Cr -
S13F Hg Cu, Ni, Pb, Ti, Zn Cr Hg
S1R - Cu, Ni, Ti, Zn Cr -
S5R - Cu, Ni, Ti, Zn Cr Hg
S11R Cu, Hg Cd, Cu, Ni, Pb, Ti Cr Hg
S3 M Cu Cu, Ni, Pb, Ti, Zn Cr -
S5 M Hg Cu, Ni, Pb, Ti, Zn Cr Hg
S6 M - Co, Cu, Ni, Ti, Zn Cr -
suo o e
S8 M - Cu, Ni, Pb, Ti, Zn Cr -
SO M - Co, Cu, Ni, Ti, Zn Cr Hg
S10 M - Cu, Ni, Pb, Se, Ti Cr -
S11 M - Cu, Ni, Pb, Ti, Zn - Hg
S12 M Cu Cu, Hg, Ni, Ti, Zn Cr Hg
S13 M - Cu, Ni, Pb, Ti, Zn Cr -

Assim como para P. blainvillei, foi injetada a mesma quantidade de

proteina para todas as amostras (40 ug), assim as mesmas comparacdes

relizadas anteriormente para P. blainvillei foram feitas para S. bredanensis. No

geral, as intensidades observadas em musculo foram mais altas do que em rim e

figado. Na Tabela 20 € mostrado um resumo das intensidades relativas

observadas para todos os analitos que apresentaram ao menos dois picos.
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Cd Co Cr Cu Hg Ni Pb Se Ti Zn
Tempo (min).

individuo 21 21 27 11 21 11 35 21 21 21 21 21
S1F - - - - 10 - - 10 - 41 21 -
S4F - - 71 - 17 13 - 27 - - 8 1
S9OF - - 70 48 30 - - 15 - - 13 -
S10F - - 71 - 50 100 - 15 - 100 23 -
S11F - - 67 47 47 - - 10 - - 10 1
S12 F - - 68 - 30 - - 11 - - 15 3
S1R - - 100 - 41 - - 9 - - 22 -
S5R - - 93 - 93 - - 32 - - 44 1
S11R 21 - 82 60 27 5 54 7 3 - 21 10
S3M - - 71 100 70 - - 14 3 - 15 8
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Tabela 20. Continuacao. Intensidades relativas (em %) observadas para os analitos Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Se, Ti e Zn em S. bredanensis.

Cd Co Cr Cu Hg Ni Pb Se Ti Zn
Tempo (min)

Individuo 21 21 27 11 21 11 35 21 21 21 21 21
S5M - - 75 - 69 3 32 21 5 - 21 5
S6 M - 32 81 - 100 - - 17 - - 43 13
S8 M - - 67 - 31 - - 8 7 - 13 -
SO M - - 95 - 52 - - 100 - - 32 5
S10 M - - 85 - 86 - - 6 10 29 38 5
S11 M - - - - 6 - - 4 10 - 4 5
S12M - - 92 29 14 - 55 6 - - 20 5
S13F - - 91 - 12 - 100 4 9 - 5 100
S13 M - - 9 - 13 - - 4 9 - 5 12
S7M 100 100 82 - 33 - - 6 100 - 100 -
S2F - - 92 - 13 - - 10 - - 13 -
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A partir dos dados mostrados na Tabela 11 pode ser observado que,
embora tenha ocorrido destoxficacéo pela via metabdlica da metalotioneina, para
a maior parte dos individuos foi observado um grande acimulo dos analitos no
musculo. Isso indica uma possivel bioacumulacéo destes analitos nos individuos
analisados, assim como uma possivel sobrecarga dos 6rgdos metabolicamente
ativos como figado e rim, indicando que estes podem néo ter sido capazes de
destoxificar de forma efetiva os contaminantes. Sendo o musculo um tecido com
maior capacidade de acumular do que de excretar xenobibticos, possivelmente

estes contaminantes se acumularam neste tecido (Souza et al., 2018).

4.7. Comparacdes entre P. blainvillei e S. bredanensis

Foram observadas diversas diferencas entre as distribuicbes subcelulares
observadas para P. blainvillei e S. bredanesis, entre as quais pode ser
mencionado o acumulo de Ag, Hg e Sn em PPT em alguns individuos de S.
bredanesis, ao passo que, para As, foi observado um maior acimulo em PPT,
assim como Cd e Cr em FTE em P. blainvillei. Também foi observada uma maior
concentracdo relativa de Al em FTL em P. blainvillei, enquanto para S.
bredanensis foi observada, em alguns individuos, uma maior quantidade relativa
em FTE para esse analito. Para os analitos Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se, Ti e Zn, ndo
foram observadas diferencgas significativas entre as distribuigcdes subcelulares.

As diferengas observadas sdo provenientes, possivelmente, de diferencas
nas fontes de contaminacdo, tais como habitat e alimentacdo, dado que a P.
blainvillei € encontrada apenas na costa do Oceano Atlantico, na América do Sul,
enguanto S. bredanensis é encontrado entre os tropicos, em todos 0s oceanos,
tanto em aguas costeiras quanto em alto mar. Ainda, é relevante apontar que 0s
espécimes de P. blaivillei foram considerados jovens, a partir de seu tamanho,
consequentemente pode ser inferido que sua alimentacdo era composta,
majoritariamente, por pequenos crustaceos, por outro lado os espécimes de S.
bredanensis foram considerados adultos, utilizando o mesmo parametro e, entre
seus alimentos preferidos, estdo moluscos, como por exemplo lulas,
reconhecidamente fontes de Cd por ingestao.

Devido as diferengas encontradas nas distribuigées subcelulares entre as
espécies estudadas, foi também realizado um PCA comparando ambas, de forma
que foi possivel observar como as espécies se correlacionam. A analise

discriminante em PPT para S. bredanensis e P. blainvillei foi realizada usando as
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concentracdes de MT, GSH e metais no figado, rim e masculo e esta é mostrada

na Tabela 21. Quatro funcdes significativas foram detectadas.

Tabela 21. Resultado obtido pela Func¢éo de discriminacéo para a analise de

elementos em figado, rim e musculo de S. bredanensis e P. blainvillei em PPT.

disoriminago . 2 3 ’
Autovalor 6,14 2,60 1,64 1,34
Variancia total 38,40 16,24 10,25 8,36
Variaveis Coeficientes de Fun(;_éo de discriminagéo
padronizados

Al -0,42 -0,29 -0,12 0,46

\% -0,44 -0,31 0,25 0,23

Cr -0,43 -0,81 -0,25 -0,10

Mn -0,85 0,06 0,20 0,16

Fe -0,67 0,09 0,12 -0,44

Ni -0,40 -0,83 -0,30 0,01

Cu -0,88 -0,09 0,01 0,05

Zn -0,75 0,42 -0,36 -0,29

As -0,58 -0,21 0,54 -0,16

Se -0,56 0,49 -0,54 -0,26

Ag -0,80 0,14 0,05 0,38
Cd -0,28 -0,03 0,45 -0,39

Hg -0,82 0,36 -0,31 0,01

Pb -0,05 -0,67 -0,25 -0,45

Ti -0,58 0,07 0,53 -0,21

Sn -0,74 0,05 -0,05 0,33

Os analitos Mn, Fe, Cu, Zn, Ag, Hg e Sn (-0,85, -0,67, -0,88, -0,75, -0,80, -

0,82 e -0,74, respectivamente) exibiram os maiores coeficientes e contribuiram

mais para o poder discriminatério da Funcao 1. O poder da Fungdo 2 permitiu

maior discriminacéo entre os tecidos, em que Cr e Pb apresentaram os maiores

coeficientes (-0,81 e -0,67), respectivamente. Os graficos de dispersdo para
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ambos os tecidos sao exibidos na Figura 26. Os rins e musculos foram agrupados,
enquanto algumas amostras de figado de S. bredanensis se mantiveram

separadas.
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Figura 26.. Gréficos de dispersao para a fun¢do de discriminagdo de tecidos musculares, renais e
hepéticos de PM e SM. (A) Func¢éo 1 versus Funcao discriminante 2, (B) Funcédo discriminante 2
versus Funcéo discriminante 3. SM - Steno bredanensis musculo, SL - Steno bredanensis figado,
PM - muasculo Pontoporia blainvillei, PL - figado Pontoporia blainvillei.

Associacdes significativas entre elementos néo-essenciais e essenciais
foram detectadas no PPT pelo PCA. A associacdo de metais ndo-essenciais, Hg,
Ag e Sn, com Cu, Mn, Fe e Zn, pode indicar papéis protetores contra esses metais
ndo-essenciais. Como mencionado anteriormente, existem estudos acerca do
possivel efeito protetor de Fe e Zn contra a toxicidade de Hg, sendo normalmente
realizados em ratos estes estudos (Land et al., 2018). No entanto, dados escassos
as outras interagfes citadas em organismos superiores estédo disponiveis. Novos
estudos a esse respeito sdo necessarios em mamiferos marinhos, uma vez que
existe uma lacuna significativa na literatura para esse elemento nesses animais.

A Funcdo 2 indica, ainda, associa¢cdes com Cr e Pb, embora em menor
grau. Associacgles entre Zn e Hg e Se e Hg foram detectadas na FTE (discutido
adiante), e a presenca de associa¢cdes semelhantes na fragcdo PPT pode indicar
gue possiveis efeitos protetores ja existam antes da desintoxicacao da MT. Dessa
forma, é possivel observar que mabas as espécies apresentam mecanismos de
destoxificacdo parecidos para alguns elementos.

A andlise discriminante de FTL em S. bredanensis e P. bainvillei foi
realizada usando as concentracdes de MT, GSH e metais no figado, rim e
musculo. Nao foi possivel observar fatores de significancia estatistica, o que indica
gue a andlise de FTL ndo é adequada para inferir contaminacao diferencial entre
as espécies estudadas devido ao baixo numero de amostras.

A analise discriminante de FTE em figado e musculo de S. bredanensis e

P. blainvillei foi realizada utilizando as concentragbes de MT, GSH e metais, que
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estdo apresentadas nas Tabela 22 e 23. Trés func¢bes significativas foram

detectadas.

Tabela 22. Resultado obtido pela Funcéo de discriminacdo para a analise de MT,
GSH e elementos em musculo de S. bredanensis e P. blainvillei em FTE

Funcéo de discriminacéo 1 2 3
Autovalor 5,82 2.70 2,10
Variancia total 38,81 18,01 14,01

Coeficientes de Fungédo de discriminagéo

PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1712620/CA

Variaveis padronizados
MT -0,15 0,69 0,42
GSH -0,71 0,56 0,02
Al 0,45 -0,22 0,09
Cr -0,61 0,28 -0,43
Mn -0,75 -0,58 -0,13
Fe -0,71 0,43 -0,38
Ni 0,10 -0,52 0,03
cu 0,51 0,12 0.73
Zn 0,04 -0,25 -0,56
As -0,79 -0,57 -0,09
Se 0,59 0,40 -0,58
cd 0,86 -0,19 0,37
Hg 0,67 -0,23 -0,49
Pb 0,77 -0,57 -0,07

Ti -0,80 0,19 -0,05
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Tabela 23. Resultado obtido pela Fungéo de discriminacdo para a analise de MT,
GSH e elementos em figado de S. bredanensis e P. blainvilei em FTE

Funcéo de discriminagéo 1 2 3
Autovalor 1,29 0,90 0,66
Variancia total 33,01 29,01 15,58
Variaveis Coeficientes de Fung_éo de discriminacdo
padronizados
MT -0,21 0,81 -0,33
GSH -0,63 0,54 -0,43
Al 0,67 -0,28 0,40
Cr -0,58 -0,15 -0,60
Mn 0,01 -0,90 0,08
Fe -0,68 -0,22 -0,47
Ni 0,57 0,01 -0,39
Cu 0,50 -0,41 -0,58
Zn 0,64 0,18 -0,67
As -0,15 -0,97 -0,04
Se 0,85 -0,18 -0,42
Cd 0,29 0,69 0,12
Hg 0,88 -0,21 -0,28
Pb -0,31 -0,75 -0,02
Ti -0,77 -0,43 -0,28

Para musculo, Cd, Ti, As, Pb, Mn, Fe e GSH (0,86, -0,79, -078, -0,76, -
0,74, -0,71 e -0,70, respectivamente) apresentaram os maiores coeficientes e
contribuiram mais para o poder discriminatorio da Fungéo 1. O poder da Funcéo
2 permitiu maior discriminagcdo entre os tecidos, onde MT apresentou o maior
coeficiente (0,69). Para o figado, Hg, Se, Ti, Fe, Al, Zn e GSH apresentaram os
maiores coeficientes (0,88, -0,85, -0,76, -0,68, 0,66, -0,63, -0,63,
respectivamente), e contribuiram mais ao poder discriminatério da Funcédo 1

(Tabela 23). O poder da Funcgéo 2 permitiu maior discriminacdo entre os tecidos,
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onde As, Mn, MT, Pb e Cd apresentaram os maiores coeficientes (-0,96, -0,90,
0,81, -0,74 e 0,69, respectivamente). Ambos os tecidos foram consistentemente
separados por espécie. Os rins ndo foram incluidos devido ao baixo niumero de
amostras. Os graficos de disperséo para ambos os tecidos séo exibidos na Figura
27.
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Figura 27. Graficos de dispersdo para a discriminagdo de tecidos musculares e hepaticos de PM e
SM. Musculo: (A) Funcdo 1 versus Funcdo discriminante 2, (B) Fungéo discriminante 2 versus
Funcdo discriminante 3. Figado: (C) Funcdo 1 versus discriminante Func¢do 2, (D) Funcao
discriminante 2 versus Func¢do discriminante 3. SM - Steno bredanensis musculo, SL - Steno
bredanensis figado, PM - masculo Pontoporia blainvillei, PL - figado Pontoporia blainvillei.

No musculo, esses resultados indicam que o GSH associado a As, Pb, Mn,
Cd, Fe e Ti na fracdo de TSF é capaz de discriminar com precisdo entre figado e
musculo devido a contaminacdo diferencial de metal e é, portanto, um
biomarcador util em estudos de biomonitoramento. A associacdo entre essas
variaveis é interessante, pois a GSH, neste caso, parece estar lidando com o
estresse oxidativo causado por esses metais presentes na Func¢ao 1. Além disso,
a MT presente na Funcao 2 indica a ligacédo e destoxificacdo de As, Pb, Mn, Cd,
Fe e Ti, como relatado em estudos anteriores para este tecido em mamiferos

marinhos (Waalkes et al., 1984; Kobayashi et al., 2007; Wong et al., 2017).
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No figado, estes resultados indicam associacdes de GSH com Hg, Se, Ti,
Fe, Al, Zn e GSH, na mesma tendéncia discutida acima, com a inclusdo de Hg,
Se, Al e Zn. A presenca de uma associacao entre Se e Hg é interessante, uma
vez que Se é conhecido por exibir um efeito protetor contra Hg (discutido na secéo
4.5.3 deste estudo), novamente incluindo MT e outros metais (As, Mn, Pb e Cd).
O ndmero crescente de metais presentes na PCA no figado é esperado, ja que o
figado acumula quantidades maiores de metais que musculos, devido as suas
fungbes detoxificantes. Além disso, uma associacao entre MT e Zn é esperada,
pois este € um dos principais elementos para se ligar a MT, a fim de manter a
homeostase da funcéo celular diversificada, enquanto as associagbes com As,
Mn, Pb e Cd indicam a ligagdo MT e desintoxicacdo, como relatado em estudos
anteriores para este tecido em mamiferos marinhos (Waalkes et al., 1984,
Kobayashi et al., 2007; Wong et al., 2017).

Assim, a FTE é uma escolha interessante em relagéo as avaliacdes da via
de desintoxicacdo mediada por MT em P. blainvillei e S. bredanensis, podendo
elucidar ainda mais os mecanismos bioquimicos e a ligacdo especifica entre
espécies e inter-espécies de metal-MT.

Assim como as distribuicbes subceulares e PCA, também foram
observadas diferencgas entre as correlagdes de Spearman entre as duas espécies.
S. bredanensis apresentou apenas uma correlagdo significativa entre dois metais
essencais (Cu e Se) sendo, também, a Unica espécie que apresentou relacédo
entre Ti e outro metal, no caso Cd, e uma correlagdo entre Se e Hg, sendo esta
uma relacdo ja bem conhecida na literatura.

Dentre os efeitos protetores postulados, foi observada uma diferenca
guanto aos metais ndo-essenciais. Para P. blainvillei, foram observados possiveis
efeitos protetores dos metais essenciais contra As, Cd, Cr, Hg, Ni e Pb, ao passo
que, para S. bredanensis, esses efeitos foram observados apenas para Cd, Hg e
Ni. Essas diferencas indicam que podem existir mecanismos de protecéo distintos
contra metais ndo-essenciais para cada espécie, sendo que isso também pode
depender dos niveis de contaminacédo a que os individuos foram expostos.

Finalmente, foram também observadas diferencas entre as rotas
metabdlicas de destoxificacdo para as espécies estudadas, uma vez que foram
encontrados tanto analitos diferentes quanto tempos de retengéo diferentes para
0 mesmo analito. Os analitos Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Se, Ti e Zn foram
encontrados para pelo menos um individuo tanto para P. blainvillei quanto para S.
bredanensis, entretanto As e Sn foram detectados apenas em algumas amostras

de P. blainvillei, enquanto Fe apenas em algumas amostras de S. bredanensis.
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As diferencas observadas nos diferentes tempos de retencdo, para o
mesmo analito, foram: Pb (11 minutos) e Se (25 minutos) em P. blainvillei, assim
como para Se (11 minutos), Se (21 minutos) e Hg (35 minutos) para S.
bredanensis. Uma vez que diferentes tempos de retencdo indicam diferentes
ligacdes entre metais e proteinas, podemos assumir que cada uma das espécies
estudadas tem seus mecanismos préprios para realizar a destoxificacdo de
metais. E importante também ressaltar que essas diferencas também podem
ocorrer devido aos diferentes niveis de contaminantes aos quais os individuos

foram expostos, diretamente relacionados com os hébitos de cada espécie.
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5. Conclusoes

A MT pode ser considerada como um bom biomarcador de exposicéo a
metais, uma vez que ela esté relacionada com a destoxificacdo de metais nédo-
essenciais e homeostase de metais essenciais. Nao foi observada correlacdo
significativa entre a MT e GSH, para henhuma das espécies, dessa forma conclui-
se que a MT ndo esta relacionada ao estresse oxidativo. N&do foi abservada
diferenca significativa entre as concentraces de MT nos tecidos analisados para
as duas espécies, assim como para GSH em P. blainvilei. Por outro lado, foi
observada uma diferencga significativa entre GSH de figado e musculo em S.
bredanensis. As concentragfes obtidas para o figado foram mais elevadas do que
as do musculo, isso ja era esperado, uma vez que o figado é um érgdo
metabolicamente ativo, além deste ser o principal responséavel pela destoxificacdo
no organismo.

Com o presente estudo foi possivel acrescentar novas informacdes, assim
como complementar informacdes pré-existentes, acerca do acimulo de metais
(Ag, Al, As, Cd, Cu, Cr, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Se, Sn, Ti e Zn) em figado, rim e
musculo de pequenos cetaceos do Atlantico Sul. As distribuicdes subcelulares
destes elementos mostram que P. blainvillei e S. bredanensis realizaram
destoxificagcdo parcial destes contaminantes, no entanto também foi observado a
acumulacdo dos mesmos. Por este estudo também foi possivel concluir que os
animais que habitam a regido costeira do estado do Rio de Janeiro, como 0s
golfinhos, estdo expostos a diversos contaminantes, dentre eles os metais e
metaloides, considerando sempre que os individuos analisados podem ser
costeiros ou costeiros e oceanicos, a depender das particularidades de cada
espécies.

Em P. blainvilei, foram observadas altas conentracoes de alguns
elementos como Al, As, Cd, Cr, Mn, Pb e Ti nas fragcdes termol&bil e termoestavel
de todos os tecidos avaliados para essa espécie, o que indica que grande parte
destes analitos esta sofrendo destoxificado pela via metabdlica da MT, GSH ou
outras proteinas e compostos nao enzimaticos. Alguns outros elementos, como
Ag, Cu, Fe, Hg, Ni, Se, Sn e Zn, apresentaram a maior parte de sua concentracao
na fracdo insoltvel, indicando que, provavelmente estes analitos utlizam de outras
vias de destoxificagdo. Em S. bredanensis, alguns elementos, como Al e Cr foram
encontrados principalmente na fracéo insolavel.

Utilizando uma andlise de componentes principais, foi possivel observar

diversas correlacBes estatisticamente significativas entre elementos néao-
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essenciais e essenciais para PPT e FTE em P. blainvillei. Para S. bredanensis
todas as fracBes subcelulares, apresentaram correlacbes estatisticamente
significativamente. Por conta dessas interacdes, alguns efeitos protetores foram
postulados de elementos essenciais contra elementos ndo-essenciais, sendo que
estes foram avaliados a partir dos calculos de razdes molares.

Os perfis observados para as metaloproteinas da FTE destes individuos
foram amplamente variados, apresentando tempos de reten¢éo variados para o
mesmo analito em diferentes decidos e espécies. A partir desses dados foi
postulada uma possivel perturbacdo da homeostase dos elementos essenciais,
assim como tentativas de desintoxicacdo de metais ndo-essenciais por diversas
metaloproteinas. No entanto sdo necessarios estudos mais aprofundados com
relacdo a caracterizacao da expressao de metaloproteinas e seus mecanismos de
destoxificagdo, assim como em sua identificacdo por espectrometria de massa
uma vez que varias proteinas que apareceram relacionadas a metais neste estudo

ainda nédo foram propriamente caracterizadas.
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