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Resumo 

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

Dillenburg. Estudo da distribuição subcelular e destoxificação 

bioquímica elementar em duas espécies de golfinho do sudeste 

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

Departamento de Química, Pontifícia Universidade Católica do Rio de 

Janeiro. 
 

Uma das formas de detectar a contaminação ambiental é pela análise de 

respostas bioquímicas, ou biomarcadores, de tecidos de organismos-sentinela, 

como os mamíferos marinhos, uma vez que estes atuam como bioindicadores da 

saúde dos oceanos e de suas respectivas cadeias tróficas. A toninha (Pontoporia 

blainvilei) e o golfinho-de-dentes-rugosos (Steno bredanensis) são animais com 

longa expectativa de vida e estão no topo da cadeia alimentar, sendo, portanto, 

considerados indicadores adequados de contaminação ambiental. Neste trabalho 

foram estudadas as concentrações de metais e metalóides, tanto não-essenciais 

quanto essenciais, em amostras de fígado, rim e músculo de indivíduos de P. 

blainvilei e S. bredanensis coletados na Região 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 concentrações totais, foram 

avaliados como estes se distribuem nas diferentes frações subcelulares, obtidas a 

partir de processos de extração diferencial. Além disso, foi avaliada também a 

indução de metalotioneína (MT) e glutationa reduzida (GSH), consideradas 

proteínas de resposta a este tipo de contaminação, por espectrofotometria na região 

do UV-visível. Não houve diferença significativa entre as concentrações de MT 

encontradas nos três tecidos analisados para ambas as espécies, nem para GSH em 

P. blainvilei. No entanto, foi verificada uma diferença significativa entre GSH de 

fígado e músculo em S. bredanensis. Como esperado, a concentração no fígado foi 

mais elevada, por este ser um órgão metabolicamente ativo, além do principal órgão 

de destoxificação. Em P. blainvilei, elementos como Al, As, Cd, Cr, Mn, Pb e Ti, 

apresentaram altas concentrações nas frações termolábil e termoestável de todos os 

tecidos avaliados, indicando que grande parte destes analitos está sendo 

destoxificado por complexação com MT ou outras proteínas e compostos não 

enzimáticos. Outros elementos, como Ag, Cu, Fe, Hg, Ni, Se, Sn e Zn, embora 

presentes nos indivíduos, apresentaram a maior parte de sua concentração na fração 

insolúvel, indicando que, provavelmente, as vias preferenciais de destoxificação 
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destes elementos nesta espécie não sejam realizadas através de MT. Em S. 

bredanensis, os metais Al e Cr também foram encontrados majoritariamente na 

fração insolúvel. Com relação às concentrações totais desses metais, níveis 

elevados para a maioria dos analitos foram observados em fígado, rim e músculo 

na espécie S. bredanensis. Diversas correlações estatisticamente significativas 

foram observadas entre elementos não-essenciais e essenciais em todas as frações 

subcelulares, no fígado e músculo de ambas espécies, através de uma análise de 

componentes principais. Além disso, alguns efeitos protetivos foram postulados 

contra elementos não-essenciais, avaliados a partir de cálculos de razões molares. 

Diferentes perfis foram observados para metaloproteínas contidas na fração 

termoestável destes indivíduos, através da técnica de cromatografia de alta 

eficiência acoplada a ICP-MS (HPLC-ICP-MS), indicando acúmulo dos metais e 

metalóides nos tecidos analisados, possível perturbação da homeostase dos 

elementos essenciais e tentativas de desintoxicação de metais não-essenciais por 

diversas metaloproteínas. 
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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. Dissertação de Metreado 

- Departamento de Química, Pontifícia Universidade Católica 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. Introdução 
 

1.1. Contaminação ambiental e biomonitoramento 
 

A partir do final do século XVIII, com a primeira revolução industrial, o 

desgaste causado ao ambiente cresceu significativamente, dado que, com o 

aumento da produção industrial, houve uma escalada exponencial na utilização 

de recursos naturais e na geração de resíduos e rejeitos industriais que acabam 

lançados no meio ambiente e levando, consequentemente, a problemas 

ambientais, como a degradação dos corpos de água e solos e deterioração na 

qualidade do ar. O desenvolvimento tecnológico está diretamente relacionado com 

a qualidade de vida e, consequentemente, com a evolução tecnológica houve um 

aumento na qualidade e expectativa de vida, resultando em crescimento 

populacional que, por sua vez, impulsionou a expansão das atividades industrias 

e, consequentemente, a um aumento dos despejos de rejeitos industriais no meio 

ambiente levando, assim, a uma maior degradação ambiental (Lusota, 2010).  

Observou-se, no entanto, entre as décadas de 1960 e 1970, junto ao 

aumento do grau e da velocidade de deterioração ambiental, um crescimento na 

preocupação com a preservação do meio ambiente. O congresso dos Estados 

Unidos, por exemplo, ao longo da década de 1970, aprovou as primeiras 

legislações regulando os impactos sobre águas potáveis e poluição ambiental 

(ACS, 2019).  

Contaminantes que têm recebido bastante atenção nas últimas décadas 

são os compostos organoclorados, metais, derivados de petróleo e pesticidas, 

todos conhecidos por sua toxicidade e persistência no ambiente, além de muitos 

apresentarem potencial de bioacumulação e biomaginifação ao longo da cadeia 

trófica (Van Den et al., 2011; Censi et al., 2006; Suedel et al., 1994). Estes 

compostos podem ser encontrados no ambiente devido a processos antrópicos ou 

naturais, como a exploração de petróleo, mineração, erosão de solos, despejo de 

resíduos industriais, queimadas, aplicação de pesticidas e adubos em lavouras, 

assim como intemperismo de rochas e erosão natural do solo, respectivamente 

(Esteves, 1988; Ramalho et al., 2000; Mortatti e Probst, 1998; Jordão et al., 1999; 

Nriagu e Pacyna, 1988; ANP, 2010; Yabe e Oliveira, 1998). 

Mais especificamente, os metais e metaloides estão presentes usualmente 

nos sedimentos em ambientes aquáticos, sendo também encontrados solúveis em 

água, uma vez que as trocas entre essas fases são dinâmicas, tornando estes 
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compostos biodisponiveis e capazes de serem incorporados à biota e, desta 

forma, causar efeitos adversos ao longo da cadeia alimentar (Costa et al., 2008, 

Shrivastava et al., 2003; Conceição, 2004). Estes contaminantes podem ser 

classificados como não-essenciais ou essenciais. Elementos considerados não-

essenciais, como Al, As, Pb, Hg e Sn, são aqueles que não apresentam função 

biológica, e, portanto, não são necessários no organismo, sendo que sua 

presença pode causar efeito adversos, ainda que presentes em pequenas 

quantidades (Forstner, 1999). Já os elementos considerados essenciais, como 

Co, Ni, Se e Zn, participam de diversos processos no organismo e suas 

deficiências podem ocasionar disfunções imunológicas. Entretanto, em 

quantidades acima do necessário, estes mesmos elementos essenciais também 

podem se tornar tóxicos (Santos et al., 2005). Além disso, a toxicidade de um 

elemento depende, também, da forma química na qual este se encontra, assim 

como da quantidade do mesmo que foi absorvida pelo organismo. Alguns 

elementos como Hg, As, Cd e Pb não são tóxicos quando em suas formas 

elementares ainda que, quando associados a cadeias de carbono ou em forma de 

cátions, podem ser considerados perigosos (Melo, 2003; Baird, 2002).  

Tendo em vista os efeitos adversos que os contaminantes, tanto orgânicos 

quanto inorgânicos, podem causar, é necessário que estudos de monitoramento 

em áreas contaminadas sejam realizados. Uma das estratégias usadas para este 

fim é conhecida como biomonitoramento, que consiste na avaliação da qualidade 

ambiental ao longo de um determinado periodo de tempo em uma região pré-

determinada, utilizando respostas de organismos bioindicadores para avalliar e 

monitorar mudanças ocorridas no ambiente (Lima, 2000; Souza e Fontanetti, 

2007).  

Durante o biomonitramento, são avaliados organismos bioindicadores, que 

podem ser espécies, populações ou comunidades biológicas cuja presença, 

abundância e/ou condições de saúde forneçam informações sobre a condição 

ambiental de uma determinada área. Estes organismos podem apresentar 

correlações diretas com fatores ambientais, e suas reações à contaminação 

ambiental estão relacionadas diretamente às condições físicas, químicas e 

biológicas do ambiente, assim como às condições fisiológicas, morfológicas e 

nutricionais dos indivíduos (Bagliano, 2012). Já o uso de biomarcadores, definidos 

como substâncias, produtos de biotransformação ou mudanças bioquímicas 

precoces em tecidos ou fluidos biológicos, indica a intensidade da exposição a 

substâncias químicas sofrida por um organismo (Amorim, 2003).  
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1.2. Mamíferos marinhos como sentinelas da saúde dos oceanos 
 

Mamíferos que habitam majoritariamente o oceano e/ou dependem deste 

para se alimentar são denominados mamíferos marinhos, grupo este que inclui os 

golfinhos (Jefferson, Webber, Pitman, 2015). Estes animais são considerados 

excelentes espécies sentinelas quanto à saúde dos oceanos, uma vez que são 

capazes de viver por muitos anos e são, em sua maioria, predadores topo de 

cadeia no ambiente aquático. O estudo destes indivíduos permite avaliações 

quanto à bioacumulação e biomagnificação de diversos contaminantes, incluindo 

metais e metaloides (Baptista, et al. 2016; De Moura, et al., 2014). 

Os mamíferos marinhos apresentam alta proximidade fidedigna com os 

seres humanos, uma vez que, além de ambos estarem no topo da cadeia 

alimentar, apresentam absorção de contaminantes praticamente exclusivamente 

da sua alimentação, sendo a absorção destes compostos pela respiração 

considerada insignificante (Augier et al., 1993; Gray, 2002). O habitat natural 

destes animais vem sofrendo diversos tipos de ameaças, devido à sua 

contaminação por diferentes substâncias químicas. Desta forma, os mamiferos 

marinhos podem ser então utilizados em estudos de biomonitoramento como 

bioindicadores das condições ambientais de ecossistemas aquáticos, assim como 

dos efeitos adversos decorrentes da contaminação por metais e compostos 

orgânicos, que incluem doenças infecciosas, falhas reprodutivas e altas taxas de 

mortandade (Morales, 2007; Tanabe, 2002; Siciliano et al., 2005; Moura, 2009).  

Em mamíferos marinhos, órgãos como fígado e rins são considerados os 

principais órgãos de destoxificação, filtração e eliminação de toxinas e, 

geralmente, apresentam elevadas concentrações de contaminantes. O músculo, 

por outro lado, é o principal tecido de acumulação de contaminantes, 

possivelmente indicando sobrecargas nos orgãos excretores (Seixas, 2008, 

Souza et al, 2018). Nas últimas décadas, as análises dos tecidos de várias 

espécies de mamíferos marinhos vêm sendo utilizadas na avaliação da poluição 

marinha por metais e contaminantes orgânicos no mundo todo, demonstrando que 

os mamíferos marinhos são diretamente afetados pela degradação e a 

contaminação 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 possíveis doenças infecciosas oriundas da exposição a metais em Phocoena 

phocoena (golfinhos-do-Porto) na Inglaterra e País de Gales, Kehrig e 
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colaboradores (2016) sobre o acúmulo de Se e Hg em fígado e músculo de 

Pontoporia blainvillei (toninha) e Sotalia guianensis (boto cinza) e Lavandier e 

colaboradores (2019), que analisaram a presença de bifenilas policloradas e 

polibromadas em fígados e músculos de Tursiops truncantus (golfinho nariz de 

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

 

1.3.  Níveis e comportamento de metais subcelulares como 

ferramenta para avaliar possíveis efeitos tóxicos destes 

contaminantes 
 

Diversos estudos analisando as cargas totais de metais em mamíferos 

marinhos têm sido realizados nos últimos anos, como por exemplo os trabalhos 

realizados por  Mapunda e colaboradores (2017) em rins, fígado e pulmões de 

Tursiops aduncus (golfinho roaz) da Tanzânia, Meng-Hsien e colaboradores 

(2017) em músculo, pulmão, fígado e rim de Grampus griseus (golfinho-de-risso), 

Lagenodelphis hosei (golfinho de Fraser), Stenella attenuata (golfinho pintado 

pantrocinal) e Kogia simus (cachalote-anão) do Oceano Pacífico Ocidental e Xiang 

e colaboradores (2017) na epiderme, músculo e fígado de Sousa chinensis 

(golfinho branco chinês) encontrados na costa da China. No entanto, a maioria 

desses estudos avaliam apenas as quantidades totais de metais e não investigam 

a biodisponibilidade intracelular desses contaminantes. Uma vez que esses 

elementos atravessam a membrana celular, podem sofrer compartimentalização 

e destoxificação, afetando sua biodisponibilidade e, consequentemente, o 

potencial destes contaminantes de causar efeitos deletérios, uma vez que os 

metais insolúveis não são capazes de causar esses feitos. Isto indica que as 

quantidades totais não são uma maneira confiável de expressar contaminação 

ambiental e possíveis efeitos tóxicos (Marijić et al., 2016; Decataldo et al., 2004).  

Algumas proteínas encontradas na fração citosólica, como a 

metalotioneína (MT) e a Glutationa reduzida (GSH), são conhecidas por sua 

importância na toxicocinética intracelular de metais e são, geralmente, 

responsáveis pela sua destoxificação por meio de complexação com os mesmos. 

Embora alguns metais presentes na fração solúvel possam ser destoxificados 

através da MT ou por proteínas similares, a maioria ainda pode permanecer 

disponível e ser capaz de interagir com diferentes componentes celulares, levando 

a efeitos adversos nestes organismos (Marijić, et al. 2016; Decataldo et al., 2004). 

Dessa forma, a determinação de cargas subcelulares de metal e metalóides tem 
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sido recomendada, de modo a melhor avaliar os resultados de contaminação por 

metais em mamíferos marinhos. 

 

1.4.  Estresse oxidativo em organismos expostos à metais  
 

As alterações nos níveis de proteínas de alguns órgãos, como fígado e rim, 

são capazes de indicar a indução ou inibição de certas proteínas e/ou enzimas, 

de forma que níveis elevados podem sugerir a síntese de enzimas de 

biotransformação, que podem auxiliar no processo de destoxificação do 

organismo, tornando-se, portanto, importantes na avaliação de efeitos subletais 

de contaminantes ambientais em organismos aquáticos (Hauser-Davis, 2013; 

Hauser-Davis et al., 2014).  

Os metais são capazes de inativar enzimas e desnaturar proteínas, assim 

como alterar diversas atividades celulares, podendo, também, levar ao estresse 

oxidativo, uma vez que a presença desses contaminantes no organismo estimula 

a produção de radicais livres por meio da combinação de radicais hidroxila ou de 

outros radicais reativos intracelulares (Ferreira e Matsubara, 1997; Jesus e De 

Carvalho, 2008). 

As espécies reativas de oxigênio (ROS), como OH-, O2
- e H2O2, possuem 

funções biológicas no organismo e estão envolvidas em processos de produção 

de energia, regulação do crescimento celular, fagocitose e síntese de substâncias 

biológicas consideradas importantes. No entanto, quando em concentrações 

excessivas no organismo, podem ocasionar efeitos adversos como, por exemplo, 

a peroxidação dos lipídios de membrana celular (Barreiros e David, 2006). O 

estresse oxidativo ocorre devido à presença excessiva destes radicais dentro da 

célula, sendo então caracterizado pelo desequilíbrio entre os compostos oxidantes 

gerados por stress celular e os sistemas de defesa antioxidantes, quando os 

mecanismos de defesa celular não são capazes atuar, devido à presença 

excessiva de radicais livres (Ramos et al., 2000).  Algumas defesas antioxidantes 

incluem a atuação da Superóxido Dismutase (SOD), a Catalase (CAT), a 

Glutationa S-tranferase (GST), a Glutationa Peroxidase (GPx), a Glutationa 

reduzida (GSH), a Glutationa Redutase (GR), o ácido ascórbico (vitamina C) e o 

α-tocoferol (vitamina E) (Hermes-Lima, 2004).  

A GSH é um tripeptídeo com capacidade antioxidante. Entre suas 

principais funções no organismo está seu envolvimento em processos metabólicos 

e de transporte, prevenção contra a formação de radicais livres e equilíbrio redox 

da célula, além de auxiliar na defesa celular pela biotransformação e eliminação 
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de xenobióticos (Canesi et al., 1999; Leonard et al., 2004; Huber et al., 2008; 

Lushchak, 2012). Este grupamento atua como captador de espécies reativas de 

oxigênio e metais, servindo como substrato em reações de redução-oxidação, 

especialmente para íons de cádmio (Cd) (Damasceno et al., 2002). Em diversos 

estudos em organismos aquáticos, a quantificação da GSH tem sido utilizada 

como biomarcador protéico de estresse oxidativo em relação à presença 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 alteração da concentração de GSH em peixes após 

exposição a contaminantes orgânicos. Estudos a respeito do comportamento da 

GSH em animais, como golfinhos, também já foram realizados, e sua relação com 

metais (Kehrig et al, 2016; Macfarlane et al., 2006; Vijayavel e Balasubramanian, 

2006). Dessa forma, estudos anteriores demonstram que este tripeptídeo se 

mostra alterado quando animais são expostos a diferentes tipos de 

contaminantes, apresentando potencial como um biomarcador de contaminação 

ambiental em organismos aquáticos. 

A metalotioneína (MT), identificada pela primeira vez em 1957, em cavalos, 

tem sido foco de vários estudos quanto ao seu papel no organismo. Inicialmente, 

essa metaloproteína de baixo peso molecular (6-7 kDa), foi identificada devido à 

sua capacidade de se ligar ao Cd, com sua afinidade por íons metálicos dos 

grupos IB e IIB da tabela periódica reconhecida, posteriormente. Entre suas 

principais funções no organismo, ela é responsável pela homeostase de metais 

essenciais e pela destoxificação de elementos não-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 

metaloproteína está diretamente relacionada com a exposição do organismo a 

metais, reportado para peixes, mexilhões, golfinhos e outros. Desta forma, estas 

podem ser aplicadas como biomarcadores quanto à exposição 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 analíticas utilizadas em estudos biomonitoramento 
 

1.5.1. Espectrometria de massas com plasma indutivamente 

acoplado (ICP-MS)  
 

Entre as diversas técnicas analíticas disponíveis atualmente para a 

quantificação de metais e metaloides, a Espectrometria de Massas com Plasma 

Indutivamente Acoplado (ICP-MS) é uma das que mais se destaca, uma vez que 

é multielementar, com capacidade de detectar aproximadamente 70 elementos 

diferentes, além de possuir alta sensibilidade, aliada à alta resolução espectral, 

para determinação isotópica multielementar, e baixos limites de detecção (Analytik 

Jena; Machado et al., 2017). 

Um equipamento de ICP-MS é constituído por uma fonte de energia, neste 

caso o plasma, um sistema de introdução de amostra, interface, lentes iônicas, 

separadores de massa e um detector. No sistema de introdução de amostra estão 

o nebulizador, que geralmente utiliza um fluxo de gás nebulizador para criar um 

aerossol, a partir da solução do analito, e a câmara de nebulização que seleciona 

uma pequena porcentagem do aerossol, geralmente uma porcentagem inferior à 

5% da amostra, correspondente também à sua fração mais homogênea, que será 

levada ao plasma para ser atomizada, de forma que chegue analito suficiente, 

mas que não existam partículas 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 última, por sua vez, é formada por três tubos 

concêntricos, por dentro dos quais passa um fluxo de argônio. O fluxo de argônio, 

que é o gás mais frequentemente utilizado para a geração do plasma, se dá na 

seção mais externa, o fluxo do gás auxiliar, que tem como objetivo resfriar o 

equipamento e impedir o superaquecimento de qualquer peça, se dá na seção 

intermediaria e, na seção mais interna, se dá o fluxo do aerossol contendo a 

amostra. A interface é composta pelo amostrador, skimmer e parador de fótons, 

que permitem que a pressão dentro do equipamento seja reduzida sem causar 

espalhamento dos cátions, permitindo então a existência do ICP-MS. O separador 

de massas é o responsável por separar os cátions, a partir de suas razões 

massa/carga (Giné, 1998; Boss e Fredeen, 1997, Thomas, 2002; Giné-Rosias, 

1999; Chaves, 2008). 

É possível introduzir amostras sólidas, líquidas e gasosas em um ICP-MS, 

no entanto as amostras líquidas são mais comumente utilizadas devido ao fato de 
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que estas apresentam, normalmente, mais homogeneidade, além de serem mais 

fáceis de manipular (Montaser, 1998; Giné-Rosias, 1999).  

O analisador de massas do tipo quadrupólo gera um campo de corrente 

contínua, criado pela alternância dos pares de hastes entre radiofrequência e 

tensão. Quando uma tensão específica é ampliada nas hastes o analito de 

interesse, ou seja, aquele que responde àquela tensão devido à sua razão 

massa/carga, se orienta no meio das quatro hastes até o detector, enquanto os 

analitos que possuem diferentes razões massa/carga são eliminados pelos 

espaços 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 ‘não-

essenciais e essenciais em organismos aquáticos sendo, dessa forma, uma 

ferramenta valiosa na detecção de impactos ambientais. Além disso, é uma 

técnica versátil, que permite seu acoplamento com outras técnicas analíticas, de 

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

 

1.5.2. Hifenação SEC-HPLC-ICP-MS  
 

Uma das técnicas analíticas que podem ser acopladas ao ICP-MS é a 

cromatografia líquida de alta eficiência – ou HPLC (do inglês, Hight performace 

liquid chromatography), que permite a separação de várias substâncias, a partir 

de diferentes velocidades de migração e afinidade pela fase móvel e/ou fase 

estacionária. Com essa técnica, é possível realizar a separação de diversos 

compostos, presentes nos mais variados tipos de amostras (Collins et al., 1995; 

Garcia De Araújo et al., 2007).  

O equipamento de HPLC é constituído por um reservatório de solventes, 

no qual são encontrados os solventes da fase móvel; um sistema de bomba, 

responsável por impulsionar os solventes da fase móvel; uma coluna 

cromatográfica, na qual ocorre a separação 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 exclusão por tamanho (do inglês, size 

exclusion cromatography – SEC, em tradução livre), que são bastante utilizadas 

nos processos de separação de biomoléculas. As colunas do tipo SEC geralmente 

são utilizadas para a separação inicial de proteínas e peptídeos contidos em uma 

fração já purificada da amostra e são, mais comumente, detectadas por absorção 

na faixa ultravioleta-visível (UV-Vis). Nesse tipo de método não é esperado que 
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haja alterações 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 metaloproteínas em 

diferentes tecidos de organismos vivos, como bílis, baço, rim, fígado, coração e 

músculo de peixes e mamíferos (González-Fernández et al., 2008; Gonzalez-

Fernández et al., 2011; Hauser-Davis et al., 2012). 

A técnica de acoplamento SEC-HPLC–ICP-MS está em constante 

evolução na área de estudos de biomoléculas, dado que permite a separação dos 

analitos de interesse em suas formas químicas constituintes, levando à 

identificação de diferentes frações de amostras proteicas e possui diversas 

vantagens como, por exemplo, menor contaminação das amostras, análises mais 

rápidas, menos perdas de amostras, maior reprodutibilidade em comparação a 

outros métodos e menores riscos de oxidação ou degradação das amostras por 

bactérias (Michalke, 2002).  

 

1.5.3. Espectrofotometria  

 

A técnica analítica que com base a medição de radiação transmitida ou 

absorvida é conhecida por espectrofotometria. As faixas de radiação mais 

comumente empregadas nessa técnica são as regiões do visível (400-800 nm) ou 

ultravioleta (200-400 nm) do espectro eletromagnético (Settle, 1997; Gore, 2000).  

O equipamento conhecido por espectrofotômetro é formado por uma fonte 

estável de energia, geralmente uma lâmpada de deutério e de tungstênio para a 

absorção molecular ou uma lâmpada de catodo oco para absorção atômica, um 

recipiente transparente, conhecido como cubeta, para conter a amostra; um 

monocromador, responsável por selecionar o comprimento de onda utilizado 

durante a análise e minimizar interferências, e um detector (Skoog et al., 1998).  

A espectrofotometria na região UV-Vis é considerada uma técnica analítica 

robusta e de baixo custo apresentando, também, alta sensibilidade e podendo ser 

empregada para os mais variados tipos de amostras e/ou análilses (Rocha e 

Teixeira, 2004). Dessa forma, essa técnica vem sendo bastante utilizada na 

quantificação de proteínas e atividades enzimáticas, sendo assim uma ferramenta 

importante nos estudos de contaminação ambiental (Bastos et al., 2013; Lavradas 

et al., 2014).
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2. Objetivo 
 

2.1. Objetivo geral 
 

Avaliar a distribuição subcelular de metais, metalóides e proteínas 

biomarcadoras em diferentes órgãos/ 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 específicos 
 

• Avaliar a distribuição subcelular de Ag Al, As, Cd, Cr Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, 

Pb, Se, Sn, Ti e Zn em fígado, rim e músculo de Pontoporia blainvillei e 

Steno bredanensis coletados ao longo da costa do estado do Rio de 

Janeiro;  

• Avaliar os processos de destoxificação desses metais nos orgãos/tecidos 

os indivíduos coletados; 

• Determinar as concentrações de MT e GSH em fígado, rim e músculo dos 

mesmos indivíduos por espectrofotometria UV-Vis; 

• Caracterizar as metaloproteínas termoestáveis presentes em fígado, rim e 

músculo dos golfinhos por acoplamento HPLC-ICP-MS;  

• Realizar análises estatísticas para comparações das concentrações de 

metais, metaloides e proteínas nos golfinhos, assim como as possíveis 

correlações entre as concentrações de metais e metalóides com as 

concentrações das proteínas; 

• Calcular as razões molares a partir das correlações significativas entre 

metais não-essenciais e essenciais e inferir possíveis efeitos protetores. 
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3. Metodologia 
 

3.1. Local de amostragem 
 

A região de estudo abrange aproximadamente 300 km do litoral do estado 

do Rio de Janeiro, que possui extensão total de 635 km, e situa-se entre a região 

dos Lagos e o litoral da região Norte Fluminense.  

Composta por nove municípios, a região dos Lagos tem como principal 

polo econômico a cidade de Cabo Frio, com população estimada em 216.030 

habitantes para o ano de 2017. Por sua vez, a região Norte Fluminense é 

constituída por 10 municípios, cuja população representa cerca de 10 % da 

população estadual, concentrada especialmente em seus polos regionais: 

Campos dos Goytacazes e Macaé, com populações estimadas, para o ano de 

2017, em 490.228 habitantes e 244.139 habitantes, respectivamente (IBGE 

CIDADES, 2017). 

As regiões estudadas apresentam alto índice crescimento econômico 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 

Região Metropolitana do Rio de Janeiro (IBGE Cidades, 2017). Dentre os setores 

da atividade econômica, a indústria é o que compõe a maior parcela do PIB dessa 

região. Devido à localização ao longo da faixa litorânea que emoldura a bacia de 

Campos, grande parte da renda e da produção local está diretamente atrelada à 

cadeia produtiva do petróleo e seus derivados (SEBRAE/RJ, 2015). Isto é 

interessante, pois, de acordo com Sun e colaboradores (2017), com o crescimento 

econômico de uma determinada região e a presença de industriais da cadeia 

produtiva do petróleo, é possível que a contaminação por metais na região 

aumente significativamente, consequentemente, aumentando seus possíveis 

efeitos deletérios na biota. 

A Figura 1 marca os pontos de coleta das amostras de golfinhos utilizadas 

no presente estudo, passando pelos municípios de Araruama, Arraial do Cabo, 

Cabo Frio, Armação de Búzios, Cassimiro de Abreu, Quissamã, Campos dos 

Goytacazes, São João da Barra e São Francisco de Itabapoana.  
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Figura 1. Locais de coleta de amostra. Fonte: Autoria própria, (ARCGis online 2018). 

 

3.2. Espécies estudadas 
 

3.2.1. Toninha (Pontoporia blainvillei)  
 

A distribuição geográfica da Toninha se dá ao longo da costa leste da 

América do Sul (Figura 2), passando pelos países Brasil, Argentina e Uruguai, 

entre o Golfo de São Matias e o estado do Espírito Santo, algumas vezes sendo 

encontrada no estuário do rio da Prata. No entanto essa distribuição não é 

contínua, sendo reportado que essa espécie é rara ou ausente na região 

central/norte do estado do Rio de Janeiro e no sul do estado Espírito Santo (IUCN, 

2018). 
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Figura 2. Distribuição global da Toninha. Fonte: Siciliano et al. (2006). 

 

A Toninha (Figura 3) apresenta um padrão de coloração consistente, tendo 

a parte superior cinza escuro e a parte inferior variando entre marrom claro e cinza 

claro. Duas formas distintas desta espécie são observadas na natureza ao longo 

de sua área de distribuição, sendo as que vivem na região norte menores do que 

as que vivem no sul. Os machos, que atingem um comprimento de 1,63 m, são 

menores do que as fêmeas, 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 fêmeas, 

21 anos (Jefferson, Webber e Pitman, 2015). 

 

 

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

 

Como sua observação na natureza é rara, o comportamento da espécie foi 

escarçamente registrado, resultando em poucos dados disponíveis a respeito 
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deste. Algumas das características comportamentais conhecidas são os hábitos 

solitários, coexistindo em grupos de, no máximo, 15 indivíduos, tendência a evitar 

embarcações e o fato de não apresentarem hábitos migratórios, muito embora 

tenham sido observadas movimentações entre o litoral e o alto mar em 

determinados períodos do ano (Jefferson, Webber e Pitman, 2015).  

 Normalmente se alimentam de peixes de águas rasas e crustáceos, sendo 

que durante a juventude costumam se alimentar regularmente de camarão e 

durante a vida adulta tendem a comer mais peixes. Costumam ser presas de 

grandes tubarões e orcas. Devido ao fato de diversas vezes ser alvo de pesca 

acidental, além da degradação e poluição do ambiente aquático, sendo assim uma 

considerada uma espécie em extinção (Jefferson, Webber e Pitman, 2015; IUCN, 

2018). 

  

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

O golfinho-de-dentes-rugosos é distribuído pelos oceanos Atlântico, 

Pacífico e Indico, normalmente habitando águas profundas nas regiões tropicais 

e subtropicais do planeta (Figura 4), no entanto já foram reportados espécimes 

em regiões costeiras no Brasil e na África. As regiões do Golfo do México e Caribe 

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

 

 

Figura 4. Distribuição 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 cabeça longa e cônica. Quanto a sua coloração, 

apresenta três cores, cinza escuro, presente na maior parte do corpo, cinza 
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intermediário nas laterais e branco no maxilar, barriga e lábios, além de algumas 

manchas. Os indivíduos mais novos são mais claros e não 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 fêmeas. É considerada uma espécie 

relativamente fácil de ser identificada quando vista de perto, devido a 

especificidade de suas características físicas (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 indivíduos, 

embora já 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 não seja a espécie de golfinho tropical mais comum, ela 

também não pode ser considerada uma espécie ameaçada, uma vez que não são 

conhecidas pescarias que foquem nesse animal em específico, embora possam 

ocorrer capturas acidentais do mesmo. Uma vez que não existem muitas 

informações acerca da biologia, tamanho populacional, subdivisões da população 

e comportamento migratório 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 Mamíferos, 

Aves e Répteis Marinhos e Costeiros da Região dos Lagos (GEMM-Lagos), 

coordenado pelo pesquisador da Fundação 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 

Região dos Lagos, com autorização do SisBio, sob a licença 19665-1. 

Durante o processo de coleta, o sexo dos espécimes foi determinado 

através da observação de fendas genitália, anal e mamária. As amostras foram 

extraídas com o auxílio de uma faca de aço inox e armazenadas em tubos de 

polipropileno com capacidade para 50 mL ou frascos de vidro a -20 ºC. Para 

melhor preservação das amostras estas foram congeladas a -80 ºC por e em 

seguida encaminhadas para um liofilizador até total secagem das amostras 

(Lemos, 2012; Lavandier, 2019). 

Todos os dados referentes às amostras utilizadas neste estudo estão 

dispostos nas Tabelas 1 e 2. Para algumas amostras não foi possível determinar 

o sexo do animal, devido ao estágio de decomposição que estes se encontravam 

quando houve a coleta. Nestes casos, o sexo foi identificado como não definido 

(ND).  
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Tabela 1. Dados das amostras de Toninha (Pontoporia blainvillei) utilizadas neste estudo 

Amostrac Código 
Órgao 

Data de obtenção Modo de obtenção Local Sexo CT (cm) 
Músculo Fígado Rim 

GEMM 236 P1  X  12/11/10 Encalhe Farol de São Thomé, CG M 119 

GEMM 358 P2  X  16/01/12 Captura Acidental Praia do Açu, 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/MC01 

P9 X   14/11/12 - QU - - 

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

6A03-
699/MC01 

P11 X   15/10/12 - QU - - 

6A00-
1389/MC01 

P12 X X X - - - - - 

F – Fêmea. M – Macho. ND – Não definido. AC – Arraial do Cabo. QU – Quissamã. CG – Campos dos Goytacazes. SJB – São João da Barra. CT – Comprimento total.
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Tabela 2. Dados das amostras de fígado de Golfinho-de-dentes-rugosos (Steno bredanensis). 

Amostra Código 
Órgao Data de 

obtenção 
Modo de 
obtenção 

Local Sexo 
CT 

(cm) Músculo Fígado Rim 

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 

Vigia, Praia do Peró, CF 
F 280 

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 – Fêmea. M – Macho. ND – Não definido. AB – Armação de Búzios. AC – Arraial do Cabo. CF – Cabo Frio. AR – Araruama. QU – Quissamã. CT – Comprimento total. 
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Portanto, o número total de amostras músculo, fígado, rim para cada 

espécie foi:   

 

• Toninha – 8 músculos, 5 fígados e 1 rim; 

• Golfinho-de-dentes-rugosos – 10 músculos, 8 fígados e 3 rins. 

 

3.4. Extração das diferentes frações celulares das amostras  
 

O procedimento de extração da MT foi realizado de acordo com o método 

de Erk et al. (2002), com adaptações. Para a extração das metalotioneínas, 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 espátula utilizando 1.300 μL de uma solução 

tampão Tris-HCl em pH 8,6, contendo fenil-metil-sulfonil-fluoreto (PMSF) como 

inibidor de protease e β-mercapoetanol como agente redutor. Subsequentemente, 

as amostras centrifugadas à 20.000 x g e 4 ºC durante 60 minutos em uma 

centrífuga Eppendorf (model 5430R, Eppendorf, São Paulo). Após a 

centrifugação, os sobrenadantes foram transferidos para outros micro-tubo com 

capacidade para 2 mL e aquecidos em uma chapa (model IT-2002H, Bioplus, São 

Paulo) a 70 ºC durante 10 minutos, e a fração insolúvel das amostras que 

permaneceu nos microtubos originais foi separada. Após o aquecimento, as 

amostras foram centrifugadas novamente à 20.000 x g e 4 ºC, 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 degradação 

de proteínas e enzimas não-estáveis termicamente. Ao final do processo, as 

amostras foram congeladas em ultra-freezer a -80 ºC para que não houvesse 

degradação do material biológico antes da análise.  

Portanto, as frações sub-celulares separadas para análise foram: a fração 

insolúvel (PPT), composta por todos os precipitados gerados durante o primeiro 

processo de centrifugação, a fração termolábil (FTL), que é o sobrenadante obtido 

após a primeira centrifugação, antes do aquecimento, e a fração termoestável 

(FTE), que é o sobrenadante final obtido após o aquecimento e a segunda 

centrifugação, onde se encontra a metalotioneína purificada. Todas as soluções 

utilizadas na extração da MT foram preparadas com água ultra-pura (resistividade 

> 18 MΩ cm). 
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3.5. Determinação de metalotioneína (MT) na fração subcelular 

termoestável 
 

A quantificação das metalotioneínas totais foi realizada utilizando a reação 

de Ellman (1959), no qual alíquotas de 50 μL de amostra proveniente da FTE 

foram adicionados com 50 μL de uma solução contendo 49,3 μL HCl 1 mol L-1 e 5 

mL de EDTA 4 mmol L-1, 1400 μL de uma solução contendo 50 mL NaCl 0,2 mol 

L-1, 0,017 g de 5,5-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB, 0,43 mmol L-1) e 50 mL de 

tampão fosfato de sódio 0,2 mol L-1 a pH 8,0. Após mistura em homogeizador tipo 

vórtex, as amostras foram mantidas ao abrigo da luz por 30 minutos e 

posteriormente levadas a um espectrofotômetro UV-Vis (JASCO, V-530) para que 

fossem medidas as absorvâncias no comprimento de onda de 412 nm. A 

quantificação das MT foi realizada com uma curva analítica usando Glutationa 

Reduzida (GSH) como padrão externo, pois esta apresenta semelhança estrutural 

com as MT, e é significativamente mais barata que um padrão de MT. Para estimar 

os níveis de MT assume-se 1 mol MT = 20 mol GSH (Kagi, 1999). 

 

3.6. Extração e determinação de Glutationa Reduzida (GSH) 
 

O procedimento de extração da GSH se baseou no protocolo de Beutler 

(1975) com alterações por WILHELM-FILHO (2005). Para essa extração foram 

utilizados 200 mg de amostra liofilizada em micro tubos de 2 mL, que foram 

homogeneizadas com por exatos 4 minutos com uma espátula, utilizando 1.300 

μL de uma solução contendo tampão fosfato de sódio 0,1 mol L-1 em pH 6,5, 

sacarose 0,25 mol L-1 e EDTA 1 mmol L-1. As amostras foram então centrifugadas 

em centrífuga Eppendorf (model 5430R, Eppendorf, São Paulo) a 11.000 x g e 4 

ºC por 30 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para novos micro-tubos 

e congelados em ultra-freezer a -80 ºC até o momento da análise. 

A quantificação de GSH foi realizada utilizando 50 μL de amostra, 300 μL 

de água pura 350 μL de uma solução contendo 0,005 g de DTNB (0,25 mol L-1) 

em 50 mL de tampão fosfato de sódio 0,1 mol L-1 em pH 8,0. Subsequentemente, 

as amostras foram mantidas ao abrigo da luz por 15 minutos e suas absorvâncias 

foram determinadas no comprimento de onda de 412 nm em um 

espectrofotômetro UV-Vis (JASCO, V-530). Este método também utilizou uma 

curva analítica com padrão externo de GSH.   
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3.7. Quantificação de proteínas totais 
 

As proteínas totais foram quantificadas através do método de Lowry 

modificado por Peterson (1997). Para isso, foi preparada uma solução de sulfato 

de cobre 1 % (m/v), tartarato de sódio e potássio 2 % (m/v), carbonato de sódio 

10 % (m/v), hidróxido de sódio 800 mmol L-1 e dodecil sulfato de sódio 10 % (m/v), 

que misturadas resultam no Reativo A. As proteínas totais foram dosadas nas 

soluções obtidas após o procedimento de extração de MT (FTE) das amostras de 

fígado, músculo e rim de golfinhos.  

Para a quantificação, foram utilizadas alíquotas de 10 µL das amostras. 

Para cada amostra e ponto da curva foram adicionados 400 µL de uma solução 

de sulfato de cobre 1 % (m/v), tartarato de sódio e potássio 2 % (m/v), carbonato 

de sódio 10 % (m/v), hidróxido de sódio 800 mmol L-1 e dodecil sulfato de sódio 10 

% (m/v). Os microtubos foram agitados manualmente e deixados descansando 

por 10 min e posteriormente foram adicionados 200 µL de uma solução de Follin-

Ciocalteau diluída 5 vezes com água ultra-pura. As soluções foram deixadas ao 

abrigo da luz por 30 min e, em seguida, foi realizada a leitura das absorvância das 

amostras e da curva de calibração no comprimento de onda de 750 nm em um 

espectrofotômetro UV-Vis (JASCO, V-530). A curva analítica utilizada foi 

construída com padrão externo de Albumina Bovina Sérica (BSA). 

 

3.8. Quantificação de elementos nas frações subcelulares das 

amostras de golfinho 
 

As frações PPT, FTL, FTE e o DORM-4 (NRC, Canada), uma proteína de 

peixe utilizada como material de referência certificado para análises de elementos 

traço em animais aquáticos foram submetidos a uma digestão ácida utilizando 1,0 

mL de ácido nítrico bidestilado (Vetec, Rio de Janeiro) para cada 150 mg de 

amostra, a 100 ºC por 4 horas em tubos de polipropileno de 15 mL fechados. Após 

um período de resfriamento, todas as amostras tiveram seu volume ajustado para 

10 mL com água ultra-pura (resistividade > 18 MΩ cm). 

A quantificação dos metais e metalóides foi realizada em um 

espectrômetro de massa com plasma indutivamente acoplado, modelo NexIon 

300X (ICP-MS, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) sem uso de celula de reação, 

utilizando o 103Rh como padrão interno a uma concentração de 20 μg L-1.  A 

introdução de amostra no plasma foi realizada por um sistema composto de 

nebulizador tipo Meinhard com câmara twister. 
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Foram preparadas soluções do branco das amostras, com o objetivo de 

detectar qualquer contaminação ao longo do processo analítico que 

impossibilitasse a detecção e a quantificação. As curvas analíticas foram 

preparadas utilizando padrões multielementares PerkinElmer. As concentrações 

da curva variaram de 1 a 80 μg g-1.  

Devido ao fato de alguns elementos apresentarem mais de um isótopo e, 

alguns destes sofrerem interferências, foram utilizados os isótopos 60Ni, 65Cu, 

66Zn, 75As, 82Se, 114Cd, 202Hg e 208Pb, de modo a minimizar tais interferências, dado 

que a célula de reação não foi utilizada. As condições do ICP estão apresentadas 

na Tabela 3.  

 

Tabela 3 . Condições operacionais do ICP-MS para a análise de metais 

Condições do ICP-MS 

Potência de radiofrequência 1100 W 

Vazão do gás plasma 17,0 L min -1 

Vazão do gás auxiliar 1,0 L min -1 

Vazão do gás carregador 1,04 L min -1 

Amostrador e skimmer Pt 

Varreduras por leitura 1 

Leituras por replicate 1 

Número de replicatas 5 

Dwell time 50 ms por isótopo 

Isótopos monitorados 

27Al, 51V, 53Cr, 55Mn, 57Fe, 60Ni, 65Cu, 
66Zn, 75As, 82Se, 107Ag, 114Cd, 197Au, 

202Hg, 208Pb, 47Ti, 118Sn 

 

 

3.9. Identificação de metaloproteínas por SEC-HPLC-ICP-MS 
 

Após extraídas, 20 μL da FTE de cada amostra foram injetados em um 

HPLC (Shimadzu) acoplado a um ICP-MS, modelo NexIon 300X (ICP-MS, 

PerkinElmer, Norwalk, CT, USA), cujas condições estão descritas na Tabela 4. 

Para que fosse possível comparar as intensidades relativas dos picos, foi injetada 

a mesma quantidade de proteína totais (40 μg), de cada amostra.  
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Tabela 4. Condições operacionais para as análises por SEC-HPLC-ICP-MS 

Condições SEC 

Coluna cromatográfica 
Superdex TM-75 (10x300x13) mm (GE 

Healthcare, Uppsala, Suécia) 

Faixa de resolução efetiva 3-70 kDa 

Fase móvel Tris-HCl 20 mmol L-1 (pH 7,4) 

Vazão 0,7 mL min-1 

Volume de injeção 20 µL 

Condições ICP-MS 

Potência de radiofrequência 1.100 W 

Vazão do gás plasma 17,0 L min -1 

Vazão do gás auxiliar 1,0 L min -1 

Vazão do gás carregador 1,04 L min -1 

Amostrador e skimmer Pt 

Dwell time 28 ms por isótopo 

Isótopos monitorados 
208Pb, 202Hg, 65Cu, 66Zn, 114Cd, 75As, 82Se, 

197Au, 51V, 52Cr, 59Co, 60Ni, 57Fe, 47Ti, 118Sn 

 

A calibração da coluna foi realizada com Albumina Bovina Sérica (BSA) 

(67 kDa, determinação de Zn), MT-I (7kDa determinação de Cd) e GSH (0,3 kDa 

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

 

 

Figura 6.  Calibração da coluna Superdex TM-75 
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3.10. Parâmetros de mérito 
 

Para avaliar cada método utilizado, foram calculados o limite de detecção 

(LD), que é a menor concentração de analito que pode ser detectada nas 

amostras, o limite de quantificação (LQ), que é a menor concentração de analito 

que pode ser quantificada na amostra e o coeficiente de variação, de acordo com 

as equações abaixo: 

 

LD = (3*SD*fd)/inclinação da reta    Equação 1 

LQ = (10*SD*fd)/inclinação da reta   Equação 2 

 

nas quais SD é o desvio padrão da medida da razão sinal do analito pelo sinal 

do padrão interno de 10 soluções do branco preparadas de maneira e fd é o fator 

de diluição da amostra. Foram avaliados o coeficiente de correlação da curva 

analítica (r ≥ 0,999) e, no caso dos metais, o percentual de recuperação do 

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

 

3.11. Análises estatísticas 
 

Para as análises estatísticas referentes aos dados de metais, metalóides, 

MT e GSH nos tecidos das espécies estudadas, a normalidade dos dados foi 

primeiro testada utilizando o teste W de Shapiro-Wilkes. Após a verificação da 

distribuição não-normal dos dados, foram realizados testes não paramétricos. 

Diferenças entre os parâmetros foram avaliados através do teste de Mann-

Whitney, e correlações foram avaliadas através do teste de Spearman. As 

diferenças e correlações foram consideradas significativas quando p<0,05. As 

análises estatísticas foram realizadas utilizando o pacote de software GraphPad 

Prism®. Os gráficos foram plotados utilizando o Excel® e o OriginPro®.
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4. Resultados e discussão  
 

Todas as amostras de fígado, rim e músculo, para ambas as espécies, 

foram submetidas a extração de MT e GSH. As concentrações de metais 

subcelluares, MT e GSH foram quantificadas em todas as amostras, além de todas 

terem sido submetidas a detecção por HPLC-ICP-MS.  

 

4.1. Quantificação da MT e da GSH 

 

Nas curvas analíticas utilizadas para a quantificação da MT obteve-se um 

R2 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 

quantificação deste tipo de amostra. Os limites de detecção e quantificação para 

as análises de MT e GSH dessas espécies se encontram na Tabela 5 e todos os 

valores encontrados para as concentrações nas amostras estavam acima destes 

limites. 

Tabela 5. Limite de detecção, em µmol g-1, para as análises de MT e GSH para 
P. blainvillei e S. bredanensis 

 MT GSH 

LD (µmol g-1) 114 0,08 

 

As concentrações de MT encontradas em fígado, rim e músculo de P. 

blainvillei e S. bredanensis estão expressas na Figura 7, em µmol g-1 de peso seco. 

 

Figura 7.  Concentrações de MT para (a) P. blainvillei (Fígado=5; rim=1; músculo=8) e (b) S. 

bredanensis (Fígado=8; rim=3; músculo=10) 
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As concentrações de MT variaram entre 7255 e 14.285 umol g-1 para fígado 

e, 4425 e 25443 umol g-1 para músculo para a P. blainvillei, enquanto para S. 

bredanensis essas concentrações estaam entre 5056 e 22368 umol g-1 para 

fígado, 5542 e 8203 umol g-1 para rim e 5490 e 9899 umol g-1 para músculo. Não 

foram encontradas diferenças significativas (p<0,05) entre as concentrações de 

MT no fígado e músculo, sendo que não foi possível testar diferenças significativas 

para o rim uma vez que só foi utilizada uma amostra para P. blainvillei. Já para S. 

bredanensis não foram observadas diferenças significativas (p<0,05) entre as 

concentrações de MT nos três tecidos estudados. Alguns estudos indicam que a 

presença de MT é um indicio do processo de destoxificação no organismo 

(Yoshida et al., 1999) e que sua indução é maior em tecidos ou órgãos envolvidos 

nos processos de captação, acúmulo e excreção de xenobióticos, como o fígado 

e o rim (Filipovi, 2003). No entanto, de acordo com Kehrig e colaboradores (2016) 

não foram observadas diferenças significativas entre as concentrações desta 

metaloproteína em fígado e músculo de P. blainvillei em um estudo conduzido na 

mesma região Norte Fluminense e, uma vez que a quantidade de MT no músculo 

não foi significativamente maior que no fígado, postula-se que não ocorreu 

bioacumulação de metais nestes animais e que a excreção destes contaminantes 

se deu de forma eficiente. 

Neste estudo, as concentrações de MT no músculo são semelhantes às 

do fígado, estando desta forma elevadas, indicando que nem todas as rotas de 

destoxificação exercidas pelos indivíduos são eficientes, dado que, caso o fossem, 

ocorreria a excreção maior da MT pelo fígado. Este, por sua vez, é considerado 

um órgão metabolicamente ativo, sendo efetivamente responsável pelos 

processos de destoxificação, o que deveria levar à excreção de contaminantes, e 

não seu acúmulo no músculo, dado que este não é um tecido biologicamente ativo 

(Nogueira, 2016).  

Já para GSH, as concentrações verificadas no fígado, rim e músculo das 

espécies estudadas estão expressas na Figura 8, em µmol g-1de peso seco. 
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Figura 8.  Concentrações de GSH para (a) P. blainvillei (Fígado=5; rim=1; músculo=8) e (b) S. 

bredanensis (Fígado=8; rim=3; músculo=10). * e # indicam diferenças significativas entres os 
tecidos. 

 

As concentrações de GSH variaram entre 3,76 e 12,64 umol g-1 para fígado 

e, 1,78 e 9,99 umol g-1 para músculo para a P. blainvillei, enquanto para S. 

bredanensis essas concentrações estaam entre 8,45 e 13,69 umol g-1 para fígado, 

4,97 e 11,98 umol g-1 para rim e 2,21 e 18,76 umol g-1 para músculo. Não foram 

observadas diferenças significativas (p<0,05) entre os tecidos e órgãos analisados 

para a P. blainvillei. Já para S. bredanensis foram observadas diferenças 

significativas entre as concentrações de GSH do fígado e do músculo, indicando 

que o estresse oxidativo no fígado é muito maior que no músculo. Isto, porém, é 

esperado, devido aos níveis metabólicos mais altos do fígado. De acordo com 

Srikanth et al. (2013) a presença de metais e metalóides pode afetar os níveis de 

GSH de diferentes formas, sendo que a atividade da GSH pode variar também 

dependendo do tecido, espécie estudada, elementos e nível de contaminação.  

A GSH apresenta um papel importante na defesa celular, uma vez que está 

envolvida em mecanismos que combatem o estresse oxidativo celular resultante 

da presença de elementos traço e pode ser considerada como protetor 

antioxidante para mamíferos marinhos (Kehrig, et al., 2016). 

Há estudos que indicam a existência de diferença significativa de 

concentração de GSH em fígado e músculo de P. blainvillei (Kehrig, et al., 2016), 

no entanto, este não foi o caso no estudo realizado.  

Com relação a correlações estatísticas, não foram observadas correlações 

de Spearman entre MT e GSH. Isto indica que a GSH está atuando no seu papel 

principal de remoção de espécies reativas de oxigênio das células, não 

apresentando função na destoxificação de metais nos organismos analisados. 
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4.2. Quantificação de metais e metalóides 
 

Os metais e metaloides foram quantificados em 3 frações subcelulares: 

PPT, também conhecida como fração insolúvel, que não é capaz de causar efeitos 

deletérios ao organismo, FTL, a fração termolábil, e FTE, a fração termoestável, 

sendo as duas últimas frações solúveis e nas quais carga metálica nelas 

encontrada pode ser prejudicial ao organismo. 

 

4.2.1. Parâmetros 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 detecção e quantificação do método, ou 

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

 

Tabela 6. Limites de detecção, em mg kg-1, para a quantificação de metais por 
ICP-MS 

Elemento LD (mg kg-1) 

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 exatidão do método foi avaliada através da análise do material de 

referência (DORM-4). Para tal, o mesmo foi preparado e analisado a cada 

batelada de amostras e suas concentrações obtidas foram comparadas com os 

valores certificados. A média e desvios das concentrações medidas de cada 

elemento podem ser observados na Tabela 7. As concentrações medidas foram 

entre 90,5 e 107 % dos valores certificados sendo, portanto, considerados 

adequados. 

 

Tabela 7. Concentrações e recuperações do material certificado (DORM-4). 

Elemento 
Valor certificado 

(mg kg-1) 
Valor obtido 

(mg kg-1) 
Recuperação 

(%) 

As 6,80 ± 0,64 7,03 ± 0,36 103,3 

Cd 0,31 ± 0,02 0,28 ± 0,03 92,1 

Cu 15,9 ± 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.  Distribuição subcelular de metais em Pontoporia blainvillei 
 

Para facilitar a discussão, foram determinadas as concentrações nas 

frações insolúvel (PPT), termolábil (FTL) e termoestável (FTE) e, 

subsequentemente foram calculadas as porcentagens em cada fração em relação 

ao valor total. Os elementos foram divididos em 3 figuras: A Figura 9 apresenta as 

distribuições subcelulares de Ag, Al, As, Cd, Cr e Cu, e a Figura 10 as distribuições 

de Fe, Hg, Mn, Ni, Pb e Se e a Figura 11 as distribuições de Sn, Ti e Zn. 

Verificam-se diferenças inter-elementais com relação à solubilidade e à 

presença dos elementos analisados nas três frações (PPT, FTL e FTE), o que por 

sua vez, indica biodisponibilidade celular destes elementos, uma vez que todos 

apresentam alguma concentração em FTL ou FTE. A partir dos diferentes padrões 

nas distribuições subceulares é possível inferir sobre diferenças em rotas de 

destoxificação, além de diferenças inter-individuais. 

As diferenças significativas (p<0,05) observadas no fígado foram para as 

concentrações de As, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Ti e Zn entre PPT e FTE, já o Fe 
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apresentou diferença significativa de concentração entre as três frações e Se entre 

as frações PPT e FTL assim como para PPT e FTE. 

Não foi possível testar se existem diferenças significativas na amostra de 

rim, uma vez que apenas um exemplar deste órgão foi analisado. 

No músculo, os metais Al, As, Cd, Cr, Mn e Sn apresentaram diferenças 

significativas de concentração entre as PPT e FTL, enquanto Cu, Hg, Se e Zn 

apresentaram diferenças significativas tanto entre PPT e FTL quanto entre PPT e 

FTE. Os analitos Fe, Ti apresentaram diferenças significativas entre as três 

frações e Ni apresentou diferença significativa apenas entre PPT e FTE.  
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Figura 9. Distribuição subcelular para Ag, Al, As, Cd, Cr e Cu nas amostras de P. blainvillei. (F) 
Fígado, (R) Rim, (M) Músculo. 

 

Para Ag é visto que somente nas amostras de fígado de P. blainvillei o 

mesmo foi quantificável e, analisando a distribuição subcelular deste analito, é 

observável que pelo menos 90 % da concentração total de Ag encontrada está em 

PPT, estando assim indisponível biologicamente no organismo e, 

consequentemente, não apresentando efeitos deletérios à saúde do indivíduo 

estudado. As baixas concentrações de Ag na fração FTE indicam que os 

mecanismos de destoxificação através da MT não são 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 mamíferos marinhos, uma vez que 

eles encontraram Ag2Se em fígado de P. blainvillei e Ag2S em fígado de Orcinus 

orca (baleia Orca). 

Analisando o Al, podemos observar que os indivíduos P6 (F), P12 (F), P9 

(M) e P11 (M) apresentam em torno de 50 % de sua concentração total na fração 

PPT e os outros 50 % na fração FTL. Uma vez que fração FTE apresenta 

concentrações abaixo do LD ou LQ é possível que a MT não desempenhe papel 

significativo nos processos de destoxificação desses animais. No entanto, uma 

vez que as amostras estavam liofilizadas, é indicativo de que a destoxificação 

desses animais é provavelmente realizada por proteínas ou outros compostos não 

enzimáticos, pois a remoção de água das amostras degrada a conformação 

quaternária de enzimas, com consequente perda de atividade enzimática e soltura 

de íons da estrutura molecular, que iriam para a fração PPT e não FTE  (Pisano 

et al., 2013). Nos outros indivíduos a proporção entre as frações PPT e FTL 

diminui progressivamente, de forma que é possível inferir uma menor eficiência 

nos processos de destoxificação e observar um maior acúmulo de Al no organismo 

desses animais. 

Para o As podemos concluir que sua destoxificação ocorreu de maneira 

significativa, diferente do que foi majoritariamente observado para Ag e Al, uma 

vez que a concentração deste analito em PPT varia de 40 a 60 %. Todos os 

indivíduos, exceto P4 (F), apresentaram pelo menos 20 % da concentração total 

de As em FTE, indicando que, pelo menos uma parte da destoxificação destes 

indivíduos, foi realizada pela MT, embora a percentagem em FTL indique que, 

para a maior parte dos indivíduos, a maior parte da destoxificação é realizada por 

proteínas ou outros compostos não enzimáticos. O indivíduo P3 (M) apresenta 

maior concentração percentual de As em FTE, indicando uma maior capacidade 

de destoxificação mediada por MT devido à alta concentração proporcional de As 

nesta fração. Outro indivíduo que se destaca é o P4 (F), uma vez que este 

apresenta uma concentração proporcional em PPT e FTE menor que 20 %, 

indicando que a destoxificação ocorreu de forma eficiente neste animal, sendo 

assim observado um baixo acúmulo de metal. No entanto, a destoxificação é 

realizada por proteínas ou outros compostos não enzimáticos, uma vez que a 

concentração percentual de As em FTL é superior a 60 %.  

Para o Cd em P. blainvillei vemos que, percentualmente, o acúmulo deste 

metal essencial em músculo é menor do que em rim e fígado. No músculo, entre 

20 e 40 % de Cd está acumulado em PPT, indicando que apenas esta parte do 
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total acumulado não esteve biologicamente disponível e consequentemente não 

foi capaz de causar efeitos adversos no organismo. Dessa forma temos que pelo 

menos 60 % do total de Cd que foi absorvido estava biologicamente disponível e 

este foi destoxificado pela MT, presente na FTE, juntamente com outras proteínas 

e compostos não-enzimáticos presentes em FTL. Uma vez que a destoxificação 

e excreção são majoritariamente realizadas pelo fígado e rim, é esperado que 

houvesse um acúmulo de metais não-essenciais nestes órgãos (Elliott, Griffiths e 

Taylor, 1988). O Cd é conhecido por sua grande afinidade com MT, de modo que 

é possível observar grandes proporções deste analito em FTE e, também por este 

fato, podemos assumir que a destoxificação deste ocorreu, ao menos 

parcialmente, por esta via metabólica (Rafique, Shaikh e Tahir, 2010). 

Em relação às distribuições subcelulares de Cr e Cu, em sua grande 

maioria, os indivíduos analisados apresentaram a maior parte da concentração de 

Cr e Cu na fração insolúvel, desta forma não estando biologicamente disponível. 

É possível observar que a destoxificação de Cr ocorreu quase exclusivamente 

pela atuação da MT, uma vez que apenas o indivíduo P4 (F) apresentou 

concentração acima do LQ para Cr na fração FTL. No entanto, ainda assim é 

possível observar um acúmulo significativo em todos os órgãos e tecido 

analisados, devido à alta concentração percentual enconrada em PPT. Nas 

frações solúveis, o Cu apresenta uma concentração percentual baixa, indicando 

que, para este metal, ocorreu um processo de destoxificação. 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 relção à concentração total. Para ambos os analitos, a grande proporção 

de metal em músculo indica que os indivíduos sofreram bioacumulação (Souza et 

al., 2018). 

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

ilustrada para P. blainvillei 
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.

 

Figura 10. Distribuição subcelular para Fe, Hg, Mn, Ni Pb e Se nas amostras de P. blainvillei. (F) 
Fígado, (R) Rim, (M) Músculo. 

 

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

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

destoxificação mediado por MT. O individuo P3 (M) é o que apresenta maior 

concentração proporcional de Fe, em torno de 20% de sua concentração total 

nesta fração, tendo sido destoxificado por MT. 
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Já para Hg é observado um comportamento variado entre os diferentes 

animais. Assim como a maioria os metais estudados até este momento, a maior 

parte de sua concentração percentual se encontra em PPT, indicando que a maior 

parte das concentrações deste elemento não está biologicamente disponível e 

consequentemente não é capaz de causar efeitos tóxicos à biota, assim como 

reportado por Decataldo e colaboradores (2004). Alguns indivíduos como P3 (M) 

merecem destaque, uma vez que este apresenta, junto com o P4 (F), a maior 

proporção de destoxificação entre as amostras. O P3 (M) apresenta também o 

maior percentual de destoxificação mediada pela MT entre todos os indivíduos 

para esse metal, enquanto a para o P4 (F) o processo de destoxificação é quase 

que exclusivamente mediado por proteínas e compostos não enzimáticos que não 

são resistentes a temperaturas elevadas.  

Para Pb há uma distribuição muito parecida com as de As e Cd, 

previamente mostrada na Figura 9, assim como com Mn (Figura10). As taxas de 

acúmulo em PPT são bastante variadas, abrangendo valores entre 10 e 70 %.  

Também é possível observar que para este analito, no geral, é verificada uma boa 

destoxificação, uma vez que, tanto a FTL quanto a FTE estão apresentando altas 

proporções de metais. O indivíduo P1 (F) é o que apresenta maior concentração 

proporcional em FTE, ou seja, maior destoxificação mediada por MT, enquanto P4 

(F) é o que apresenta maior concentração em FTL. 

A distribuição de Se, por outro lado, é muito similar à de Cu, apresentando, 

assim, altas taxas de analito em PPT e baixas taxas de destoxificação, uma vez 

que a concentração nas frações FTL e FTE é baixa. Os indivíduos que apresentam 

menor acumulação em PPT são P12 (M), P3 (M) e P4 (F), no entanto, o percentual 

de acúmulo é elevado. 

A distribuição subcelular de Sn, Ti e Zn é ilustrada para P. blainvillei na 

Figura 11. 
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Figura 11. Distribuição subcelular para Sn, Ti e Zn nas amostras de P. blainvillei. (F) Fígado, (R) 

Rim, (M) Músculo. 

 

Assim como foi observado para Ag (Figura 9), praticamente não ocorreu 

destoxificação para Sn, com exceção dos indivíduos P4 (F) e P1 (F). Uma 

diferença entre Ag e Sn é que, para Sn, é observado acúmulo nos três tecidos 

analisados, enquanto Ag foi observado somente no fígado. O acumulo de Sn em 

PPT no músculo é um indicativo de bioacumulação. 

Similarmente ao As (Figura 9) e Pb (Figura 10), a distribuição intracelular 

de Ti apresenta um perfil muito heterogêneo, com concentrações percentuais em 

PPT variando entre 40 e 80 %. Todos os indivíduos analisados apresentaram 

alguma destoxifição na FTL e FTE, indicando que tanto a MT quanto outros 

compostos não enzimáticos auxiliaram nesse processo. O indivíduo P3 (M) 

apresenta em torno de 40 % de sua concentração total em FTE, sendo o indivíduo 

com maior proporção de destoxificação por MT, enquanto o indivíduo P1 (F) foi o 

que apresentou maior concentração proporcional em PPT. 
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O Zn, por sua vez, apresentou um comportamento similar ao Cu (Figura 

9), mostrando baixos percentuais de concentração em FTL e FTE, ou seja, quase 

nenhuma destoxificação mediada por MT ocorreu nos indivíduos estudados. 

O indivíduo P12 foi único a apresentar material suficiente para análise em 

todos os tecidos estudados. A distribuição dos metais analisados no organismo 

desse mamífero segue diferentes perfis, mostrando em PPT que Ag, As, Fe, Hg, 

Mn, Se e Sn têm um percentual de acumulação maior em fígado do que nos outros 

tecidos estudados. Sendo este o órgão principal nos processos de destoxificação 

de todos os vertebrados, é esperado que sejam encontrados nele as maiores 

concentrações de elementos, tanto não-essenciais quanto essenciais (Souza et 

al., 2018). Por outro lado, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Sn, Ti e Zn apresentaram maior 

concentração percentual em rim, que, por ser um órgão filtrante, também acaba 

acumulando metais, assim como o fígado. No músculo, foi observado o acúmulo 

de Al e Ni, indicando a bioacumulação destes elementos.  

Nas frações FTL e FTE foi observado que o músculo foi o tecido no qual 

ocorreu o maior acúmulo proporcional de metais. Em FTL, foi observado um maior 

percentual de Al e Zn no fígado e de As e Hg no rim, enquanto Cd, Cu, Fe, Mn, 

Pb, Se e Ti apresentaram maior concentração percentual no músculo. 

Comparando as frações FTE dos diferentes tecidos, Cr e Ni apresentaram maior 

concentração proporcional em fígado, As em rim e Cd, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, Se, Ti 

e Zn em músculo. O maior acúmulo em músculo pode ser ocasionado por uma 

sobrecarga no rim e no fígado, uma vez que estes são os principais órgãos 

responsáveis por acúmulo e processamento de metais. Considerando que o 

músculo também produz MT e GSH, porém em menores quantidades do que o 

rim e o fígado, ele vai realizar a biotransformação dos xenobióticos nele 

acumulados, de modo que estes não sejam mais tóxicos. No entanto, a 

capacidade de excreção do músculo é reduzida, fazendo com que os 

contaminantes biotransformados fiquem acumulados nas células (Souza et al., 

2018).  

 

4.2.2. Distribuição subcelular de metais em Steno bredanensis 

 

Assim como para P. blainvillei, foram determinadas as concentrações nas 

frações isolúvel (PPT), termolábil (FTL) e termoestável (FTE) e, 

subsequentemente foram calculadas as concentrações percentuais em cada 

fração em relação ao valor total, para facilitar a discução. Os elementos foram 

divididos em 3 figuras: A Figura 12 apresenta as distribuições subcelulares de Ag, 
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Al, As, Cd, Cr e Cu, e a Figura 13 as distribuições de Fe, Hg, Mn, Ni, Pb e Se e a 

Figura 14 as distribuições de Sn, Ti e Zn. 

Assim como para P. blainvllei foram observadas diferenças inter-

elementares, indicando assim que estes elementos estão biodisponíveis. Também 

foram observados padrões que possibilitam inferências sobre as possíveis 

diferenças em rotas de destoxificação, além de diferenças inter-individuais. 

As diferenças significativas (p<0,05) observadas no fígado foram para as 

concentrações 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 diferenças significativas 

entre PPT e FTE. 

Não foram observadas diferenças significativas entre as diferentes frações 

das amostras de rim, possivelmente devido ao baixo número de amostras. No 

músculo, os metais As, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, Se, Ti, Zn apresentaram diferenças 

significativas de concentração entre PPT e FTL, assim como entre PPT e FTE. Al, 

Cd e Ni apresentaram diferenças significativas entre PPT e FTE. Foram 

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

Fígado, (R) Rim, (M) Músculo. 
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A acumulação de Ag é observada majoritariamente no fígado e rim, uma 

vez que apenas três indivíduos apresentam concentração acima do LD ou LQ para 

Ag em músculo. Uma vez que as concentrações em FTL e FTE estão abaixo do 

LD ou LQ é possível inferir que não ocorreu destoxificação 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 mamíferos marinhos. 

É possível observar, majoritariamente, uma acumulação de Al em todos os 

tecidos, assim como baixos níveis de destoxificação. Os indivíduos S13 (M) e S13 

(F) são os que apresentam uma maior proporção de metais em FTE, indicando 

desta forma destoxificação mediada por MT. É possível inferir a bioacumulação 

de Al nestes (Decataldo et al, 2004). 

Para As, podem ser verificados perfis variados entre os indivíduos. No 

geral é possível observar baixos níveis de acumulação de metais em PPT, 

indicando que, de modo geral, a maior parte do As está biodisponível. É possível 

observar a destoxificação mediada por compostos não enzimáticos em FTL e por 

MT em FTE. Os indivíduos S11 (M) e S13 (M) não apresentam destoxificação 

mediada por MT. 

Assim como o As, a distribuição subcelular de Cd é bastante heterogênea. 

Em fígado e rim é observada, principalmente, a acumulação deste analito em PPT, 

exceto por S13 (F), que tem concentração de Cd abaixo do LD ou LQ. Os 

indivíduos que apresentam as maiores destoxificações são S2 (F), S3 (F) e S13 

(F), todas majoritariamente realizadas pela MT. No músculo, as concentrações 

são bastante variadas entre os indivíduos, sendo que o indivíduo S8 (M) apresenta 

concentração de Cd abaixo do LD ou LQ. Na maior parte das vezes a 

destoxificação de Cd foi realizada por MT no músculo, sendo que esta também foi 

realizada por compostos não enzimáticos, especialmente em S7 (M). Os únicos 

indivíduos que apresentam concentração mais elevada de Cd em músculo são S3 

e S12. 

 O acúmulo de Cr é majoritariamente observado em todos os tecidos e 

órgãos, assim como os baixos níveis de destoxificação. Apenas os indivíduos S10 

(F), S5 (R), S10 (M) e S12 (M) apresentaram destoxificação mediada por MT e os 

indivíduos S1 (F), S2 (F), S3 (F), S3 (M) e S7 (M) não aparentam ter passado por 

nenhum processo de destoxificação por MT.  

A distribuição subcelular de Cu mostra um comportamento bastante 

uniforme, sendo que a maior concentração deste metal está em PPT, indicando 

que, embora este não cause efeitos adversos à biota, é possível que esteja 
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ocorrendo bioacumulação, indicado pelas altas concentrações em músculo 

(Decataldo et al, 2004). Todos os indivíduos analisados apresentam concentração 

de Cu em FTL e FTE, indicando que, ao menos uma parte do mesmo, apresentou 

destoxificação mediada por MT. 

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

e Se para S. bredanesis. 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1712620/CA



56 
 

 

Figura 13. Distribuição subcelular para Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Se nas amostras de S. bredanensis. (F) 
Fígado, (R) Rim, (M) Músculo. 
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O perfil exibido pelo Fe é bastante uniforme, assim como para Cu. Neste 

é observado que uma maior concentração em PPT, indicando que pouca 

destoxificação está sendo realizada pela via metabólica da MT, de forma que este 

não está biodisponível e provavelmente não apresentou efeitos adversos ao 

organismo.  

Para Hg é visto um grande acúmulo em todos os tecidos e órgãos 

analisados em PPT, semelhante ao que foi observado para Cu (Figura 14), no 

entanto, é observada uma maior percentagem de destoxificação neste caso. Os 

indivíduos S1 (F), S4 (F), S10 (F), S11 (F), S12 (F) e S3 (M) não apresentaram 

concentração significativa em FTL e FTE, de modo que estes não realizaram 

destoxificação. A alta percentagem de Hg em PPT de músculo indica que pode 

ter ocorrido bioacumulação (Decataldo et al, 2004). 

 As concentrações de Mn entre os tecidos e órgãos não são uniformes, 

diferente do que pode ser observado anteriormente para outros analitos. É 

verificado principalmente o acúmulo no fígado, sendo que o indivíduo S9 (F) é o 

que apresenta menor concentração proporcional em PPT e maior destoxificação 

mediada por MT. Em rim, os níveis de acumulação foram similares para os 3 

indivíduos. Em músculo temos um menor acúmulo em PPT, exceto por S3 (M) e 

S12 (M). O menor acúmulo implica em uma maior destoxificação, mediada tanto 

por MT quanto por outros compostos não enzimáticos.  

Assim como para Mn, a distribuição subcelular de Ni é bastante 

heterogênea, mostrando, para a maioria dos indivíduos, um perfil de acumulação 

em PPT e baixos níveis de destoxificação. Em fígado, os indivíduos S9 (F), S10 

(F) e S11 apresentam uma maior proporção de Ni em FTL e FTE, sendo esses os 

indivíduos que realizaram mais destoxificação. Em rim, é observado o acúmulo 

deste analito, uma vez que as concentrações em FTL e FTE estavam abaixo do 

LQ, de forma que toda a concentração obtida está acumulada em PPT, exceto 

pelo individuo S11 (R), que apresenta a maior parte de sua concentração dividida 

entre FTL e FTE. A maioria dos indivíduos apresentam uma alta taxa de 

acumulação em PPT no músculo, sendo que apenas os indivíduos S6 (M), S9 (M), 

S11 (M e S13 (M) aparentam exercer destoxificação mediada por MT ou outros 

compostos não enzimáticos. 

A distribuição de Pb pode ser considerada bastante uniforme em todos os 

órgãos e tecidos estudados, com exceção de dois indivíduos, S2 (F) e S2 (M). No 

geral, é observado um certo acúmulo em PPT, no entanto a maior parte da 

concentração de todos os indivíduos está dividida entre FTL e FTE, indicando que 

a destoxificação por MT e por compostos não enzimáticos ocorreu. 
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Por outro lado, o perfil de distribuição subcelular de Se pode ser 

considerado heterogêneo. Em fígado e rim é observado majoritariamente o 

acúmulo de Se em PPT e níveis significativos de destoxificação apenas para S2 

(F), S9 (F), S13 (F), S1 (R), S5 (R) e S11 (R). Em músculo, por outro lado, apenas 

o indivíduo S3 (M) não aparentou ter realizado alguma destoxificação, uma vez 

que as concentrações em FTL e FTE estavam abaixo do LD. Todos os outros 

indivíduos apresentaram alguma destoxificação para músculo mediada por MT ou 

compostos não enzimáticos. A Figura 14 mostra a distribuição subcelular para Sn, 

Ti e Zn para S. bredanensis. 

 

 

Figura 14. Distribuição subcelular para Sn, Ti e Zn nas amostras de S. bredanensis. (F) Fígado, 
(R) Rim, (M) Músculo. 
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No caso de Sn é observado, quase exclusivamente, a acumulação em PPT 

em todos os órgãos e tecidos. Alguma destoxificação pode ser observada em S4 

(F), S10 (F) e S11 (F), o que seria esperado para todos os indivíduos, uma vez 

que o fígado é o principal órgão que realiza destoxificação no organismo. O 

acúmulo em músculo indica que os indivíduos analisados sofreram 

bioacumulação. 

Para Ti, é observado que todos os órgãos ou tecidos realizaram alguma 

destoxificação, no entanto ainda assim é observado um acúmulo muito grande 

deste analito em PPT. No fígado, o indivíduo S2 (F) é o que aparenta ter realizado 

mais destoxificação, uma vez que apresenta as maiores concentrações em FTL e 

FTE.  

Ainda de acordo com a Figura 18, a distribuição de Zn apresenta um 

grande acúmulo em PPT em todos os órgãos e tecidos, assim como um nível 

muito baixo de destoxificação. O alto acúmulo em fígado e rim indica que estes 

órgãos podem ter sido sobrecarregados e consequentemente não foram capazes 

de executar suas funções apropriadamente. O alto acúmulo em músculo, além de 

consequência direta da sobrecarga do rim e fígado, indica que pode ter ocorrido 

bioacumulação no organismo. 

O indivíduo S11 foi único a apresentar material suficiente para análise em 

todos os tecidos estudados. Embora as concentrações de metais em cada um 

desses órgãos possam variar, a tendência observada é a mesma. Foi observado 

o acúmulo de Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Ni, Se e Zn em PPT hepático, e As, Cd, Cr, Cu, 

Fe, Hg, Pb, Se e Zn em PPT renal. Maiores concentrações de metais não-

essenciais e essenciais nesses órgãos são esperadas, considerando que o fígado 

e o rim são os principais órgãos de desintoxicação e excreção em todos os 

vertebrados (Souza et al., 2018). Os níveis elevados de Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Se e 

Zn no músculo em PPT também refletem a bioacumulação desses elementos 

nesse indivíduo específico. Em FTL, foram observadas maiores concentrações de 

As e Pb no fígado, assim como As e Fe no músculo, enquanto, na FTE, o Ni foi 

maior no rim e Cd no músculo. Assim, o acúmulo relativo no tecido muscular nas 

frações solúveis pode refletir uma sobrecarga renal e hepática. O músculo 

também é capaz de produzir MT e GSH, embora em menor quantidade que o 

fígado e o rim, de modo que esse tecido também exibe a capacidade de 

biotransformar e excretar certos xenobióticos. No entanto, sua capacidade de 

excreção 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. Análise de Componentes Principais entre as variáveis MT, GSH 

e metais em P. blainvillei e S. bredanensis 
 

As correlações estatísticas descritas abaixo foram obtidas através de uma 

Análise de Componentes Principais (do inglês, Principal Component Analysis, 

PCA), uma técnica de análise multivariada que não depende da presunção de 

uma distribuição populacional para a exploração descritiva de dados estatísticos. 

Esse método consiste na redução das dimensões da base de dados, preservando 

o máximo possível da variabilidade dos dados, de modo a permitir a interpretação 

dos mesmo de maneira clara, simples e objetiva (Jolliffe e Cadima, 2016). 

Análises das funções discriminantes foram realizadas para cada uma das 

frações subcelulares de P. blainvillei e S. bredanensis (PPT, FTL e FTE) usando 

as concentrações obtidas para fígado, rim e músculo de MT, GSH e metais para 

cada uma das espécies estudas. 

 

4.3.1.  Pontoporia blainvillei 
 

4.3.1.1. Fração Insolúvel (PPT) 
 

A análise da função de discriminação realizada para P. blainvillei em PPT 

utilizando as concentrações de elementos encontradas em fígado, rim e músculo 

são mostradas na Tabela 8. Três funções significativas foram detectadas. 
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Tabela 8. Resultado obtido pela Função de discriminação para a análise de 
elementos em fígado, rim e músculo de P. blainvillei em PPT 

Função de discriminação 1 2 3 

Autovalor 8,65 3,02 1,94 

Variância total 54,08 18,87 12,15 

Variáveis 
Coeficientes de Função de discriminação 

padronizados 

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

V -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 os maiores 

coeficientes e contribuíram mais para o poder discriminante da Função 1. O poder 

da Função 2 permitiu maior discriminação entre os tecidos, sendo que Al, V, Cr e 

Ni apresentaram os maiores coeficientes (-0,69, -0,83, -0,73 e -0,76), 

respetivamente). Os gráficos de dispersão para ambos os tecidos são exibidos na 

Figura 28, sendo observada uma boa separação entre os tecidos analisados. 
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Figura 15, Gráficos de dispersão para discrição de PPT em fígado (PL), rim (PK) e músculo (PM) 
de Pontoporia blainvllei. (A) Função de discriminação 1 versus Função de discriminação 2, (B) 

Função de discriminação 2 versus Função de discriminação 3. 

  

Foram encontradas associações significativas entre elementos não-

essenciais e essenciais em PPT pelo PCA. A associação entre metais não-

essenciais, tais como As, Ag, Cd, Hg e Sn, e os metais essenciais Mn, Fe, Cu e 

Zn, pode indicar possíveis efeitos protetores destes últimos contra os metais não-

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 fígado de ratos, também sugerem um efeito protetor de Zn contra a 

toxicidade de Cd, As e Hg respectivamente. No entanto, devido à escassez de 

dados com relação às outras interações encontradas nos indivíduos, não é 

possível exemplificar outras interações.  

Vale ressaltar que o Sn é um contaminante que em sua forma inorgânica 

apresenta baixa toxicidade, enquanto suas formas orgânicas podem ser muito 

tóxicas (Blunden e Wallace, 2003). São necessários ainda estudos a respeito 

deste tema em mamíferos marinhos, visto que existe uma lacuna significativa na 

literatura para efeitos desse elemento nesses animais. A Função 2 indica 

associações entre Al, V, Cr e Ni, embora em menor grau. A literatura indica que 

associações entre elementos não-essenciais são indicativos de mesma origem, 

seja ambiental ou antropogênica (Jerez et al., 2013; Ribeiro et al., 2009), sendo 

provável ser este o caso deste estudo. 
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4.3.1.2. Fração Termolábil (FTL) 
 

Não foi possível observar fatores de significância estatística para P. 

blainvillei em FTL. Isto parece, portanto, indicar que associações entre GSH, MT 

e os metais analisados não estão associados bioquimicamente, e nenhuma 

informação a respeito de contaminação e destoxificação pelas vias analisadas 

podem ser inferidas. 

 

4.3.1.3. Fração Termoestável (FTE) 
 

A análise da função de disriminação em FTE de P. blainvillei foi realizada 

usando as concentrações de MT, GSH e elementos encontradas em fígado, rim e 

músculo, cujos dados são mostrados na Tabela 9. Três funções significativas 

foram detectadas. 
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Tabela 9. Resultado obtido pela Função de discriminação para a análise de MT, 
GSH e metais em fígado, rim e músculo de P. blainvillei em FTE. 

Função de discriminação 1 2 3 

Autovalor 5,53 2,77 2,17 

Variância total 39,52 19,82 15,53 

Variáveis 
Coeficientes de Função de discriminação 

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 

Zn -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 contribuíram mais 

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

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

coeficientes (-0,70, 0,74, 0,74, e 0,71, respetivamente). Os gráficos de dispersão 

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

separação entre os tecidos analisados. 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1712620/CA



65 
 

.

 

Figura 16.  Gráficos de dispersão para discrição de fígado, rim e músculo em FTE em fígado (PL), 
rim (PK) e músculo (PM) de Pontoporia blainvllei. (A) Função de discriminação 1 versus Função de 
discriminação 2, (B) Função de discriminação 2 versus Função de discriminação 3. 

 

Estes resultados indicam a associação entre elementos não-essenciais, 

como As, Cd, Pb e Ti, com os elementos essenciais Mn e Fe, podendo indicar 

possíveis efeitos protetores dos elementos essenciais contras os não-essenciais.  

No entanto, os dados acerca das interações desses metais nos indivíduos 

analisados são escassos e pouco disponíveis na literatura. É importante ressaltar 

que o Ti é um contaminante de preocupação emergente e, geralmente, apresenta 

baixa toxicidade. Contudo, quando na forma de nanopartículas, este elemento 

pode causar graves efeitos deletérios em organismos aquáticos (Asztemborska et 

al., 2018). A lacuna verificada na literatura acerca deste tema reforça a 

necessidade de novos estudos em mamíferos marinhos. Além disso, as variáveis 

de Função 2 indicam a associação entre MT e Ni, e entre Se e Hg em FTE e 

mostram a capacidade de discriminar MT com precisão entre fígado e músculo, 

devido à contaminação diferencial de metal tornando-a, portanto, um biomarcador 

útil em estudos de biomonitoramento. A associação entre essas variáveis é 

considerada interessante, uma vez que já é conhecida a capacidade da MT de se 

ligar a todos os metais presentes na Função 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 só tende a induzir e se ligar a elas 

quando na forma de nanopartículas, (Sureda et al., 2018). Assim, a FTE é uma 

escolha interessante para a avaliação da via de desintoxicação mediada por MT 

em P. blainvillei, sendo capaz de elucidar mecanismos bioquímicos e a ligação 

específica entre certos metais e MT. 

  

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1712620/CA



66 
 

4.3.2.  Steno bredanensis 
 

4.3.2.1. Fração Insolúvel (PPT) 
 

A análise da função de discriminação em PPT de S. bredanensis realizada 

usando as concentrações de elementos em fígado, rim e músculo é mostrada na 

Tabela 10. Três funções significativas foram detectadas. 

 

Tabela 10. Resultado obtido pela Função de discriminação para a análise de MT, 
GSH e metais em fígado, rim e músculo de S. bredanensis em PPT 

Função de discriminação 1 2 3 

Autovalor 6,59 2,84 1,89 

Variância total 41,19 17,79 11,84 

Variáveis 
Coeficientes de Função de discriminação 

padronizados 

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

V -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 contribuíram 

mais para o poder discriminatório da Função 1. O poder da Função 2 permitiu 
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maior discriminação entre os tecidos, em que Ni, Cr e Pb apresentaram os maiores 

coeficientes (0,93, 0,91 e 0,87), respectivamente. Os gráficos de dispersão para 

ambos os tecidos são exibidos na Figura 17. O músculo e o fígado foram 

consistentemente separados para cada espécie. Os rins foram agrupados 

principalmente com músculo, possivelmente devido ao baixo número de amostras 

para este tecido. 

 
.

 

Figura 17.  Gráfico de Dispersão para discriminação de tecido muscular, renal e hepático em fígado 
(SL), rim (SK) e músculo (SM) de Steno bredanensis. Músculo: (A) Função 1 versus Função 

discriminante 2, (B) Função discriminante 2 versus Função discriminante 3. 

 

Associações significativas entre elementos não-essenciais e essenciais 

foram detectadas em PPT pelo PCA. A associação de metais não-essenciais, Hg, 

Ag e Ti, com Cu, Mn, Fe e Zn, pode indicar papéis protetores contra esses metais 

não-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 interações citadas em 

organismos superiores estão disponíveis. Novos estudos a esse respeito são 

necessários em mamíferos marinhos, uma vez que existe uma lacuna significativa 

na literatura para esse elemento nesses animais. 

A Função 2 também indica associações com Ni, Cr e Pb, embora em 

menor grau. Associações entre Zn e Pb e Cu e Pb foram detectadas na FTE 

(discutido adiante), e a presença de associações semelhantes na fração PPT pode 

indicar os efeitos protetores já existentes antes da desintoxicação da MT. 
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4.3.2.2. Fração Termolábil (FTL) 
 

A análise da função de discriminação em FTL de S. bredanensis realizada 

usando as concentrações de elementos em fígado, rim e músculo é mostrada na 

Tabela 11. Três funções significativas foram detectadas. 

 

Tabela 11.  Resultado obtido pela Função de discriminação para a análise de 
MT, GSH e metais em fígado, rim e músculo de S. bredanensis em FTL 

Função de discriminação 1 2 3 

Autovalor 4,58 3,48 1,80 

Variância total 32,76 24,89 12,83 

Variáveis 
Coeficientes de Função de discriminação 

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 contribuíram mais para 

o poder discriminatório da Função 1. O poder da Função 2 permitiu maior 

discriminação 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 gráficos de 

dispersão para ambos os tecidos são exibidos na Figura 18. O músculo e o fígado 

foram consistentemente separados para cada espécie. Os rins foram agrupados 

principalmente com músculo, possivelmente devido ao baixo número de amostras 

para este tecido. 

 

Figura 18. Gráfico de Dispersão para discriminação de tecido muscular, renal e hepático em fígado 
(SL), rim (SK) e músculo (SM) de Steno bredanensis. Músculo: (A) Função 1 versus Função 
discriminante 2, (B) Função discriminante 2 versus Função discriminante 3. 

 

Associações significativas entre elementos não-essenciais e essenciais 

foram detectadas no FTL pelo PCA. Cu e Mn, portanto, podem apresentar efeitos 

protetores contra Pb e As. Isto é, ainda, corroborado pelas correlações de 

Spearman estatisticamente significativas observadas na FTL entre Cu no fígado 

e Pb no músculo, indicativo de possíveis tentativas de destoxificação, que serão 

discutidas adiante. A presença de uma associação 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). É evidente que as correlações interelementares contêm 

importantes informações de destoxificação no que diz respeito aos efeitos 

protetores dos metais essenciais contra elementos não-essenciais e, portanto, o 

FTL, embora contenha elementos termolábeis que podem não ser totalmente 

biodisponíveis, é útil para melhor entender os mecanismos de destoxificação em 

S. bredansis. A ação de enzimas de destoxificação e proteínas não enzimáticas 

na destoxificação de metais não pode ser descartada nesta fração, já que se sabe 

que o GSH, por exemplo, pode se ligar a vários 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 extinção de íons Cd, formando complexos GSH-

cádmio (Adamis et al., 2004). 

 

4.3.2.3. Fração Termoestável (FTE) 
 

A análise discriminante na FTE de S. bredanensis realizada utilizando as 

concentrações de MT, GSH e metais em fígado, rim e músculo é apresentada na 

Tabela 12. Três funções significativas foram detectadas. 
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Tabela 12. Resultado obtido pela Função de discriminação para a análise de MT, 
GSH e elementos em fígado, rim e músculo de S. bredanensis em FTE. 

Função de discriminação 1 2 3 

Autovalor 4,36 3,63 19,79 

Variância total 29,12 24,22 13,19 

Variáveis 
Coeficientes de Função de discriminação 

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 contribuíram mais para o poder 

discriminatório da Função 1. O poder da Função 2 permitiu maior discriminação 

entre os tecidos, em que Cu, Se, Hg, Zn e Cr apresentaram os maiores 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1712620/CA



72 
 

coeficientes (-0,87, -0,87, -0,82, -0,65 e -0,65, respectivamente). Os gráficos de 

dispersão para ambos os tecidos são exibidos na Figura 19. O músculo e o fígado 

foram consistentemente separados para cada espécie. Os rins foram agrupados 

principalmente com músculo, possivelmente devido ao baixo número de amostras 

para este tecido. 

 

 

Figura 19. Gráfico de Dispersão para discriminação de tecido muscular, renal e hepático em fígado 
(SL), rim (SK) e músculo (SM) de Steno bredanensis. Músculo: (A) Função 1 versus Função 

discriminante 2, (B) Função discriminante 2 versus Função discriminante 3. 

 

Estes resultados indicam que a MT associada a As, Pb, Mn e Ti na fração 

de FTE é capaz de discriminar com precisão entre fígado e músculo devido à 

contaminação diferencial de metal e é, portanto, um biomarcador útil em estudos 

de biomonitoramento. A associação entre essas variáveis é interessante, pois se 

sabe que a MT se liga a todos os metais presentes na Função 1 (As, Pb, Mn e Ti) 

(Waalkes et al., 1984; Kobayashi et al., 2007; Wong et al., 2017 ), embora Ti 

pareça induzir e se ligar a essas metaloproteínas somente quando na forma de 

nanopartículas (Sureda et al., 2018). Além disso, as variáveis de Função 2, Cu e 

Zn, por apresentarem características físico-químicas semelhantes e serem os 

principais elementos a se ligar à MT, a fim de manter a homeostase da função 

celular diversificada, espera-se que exibam uma associação. A presença de uma 

associação entre Se e Hg é interessante, já que Se é conhecido por exibir um 

efeito protetor contra Hg, como discutido anteriormente. Assim, a FTE é uma 

escolha interessante em relação à avaliação da via de destoxificação mediada por 

MT em S. bredanensis e pode elucidar mecanismos bioquímicos e a ligação 

específica de certos metais à MT. 
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4.4. Correlações de Spearman 
 

As correlações foram calculadas pelo modelo de Spearman e, foram 

consideradas significativas quando p< 0,05. Foram observadas correlações entre 

metais não-essenciais e essenciais, assim como entre dois metais não-essenciais 

e dois metais essenciais. Não foram observadas correlações significativas no rim 

de P. blainvillei, devido ao baixo número de amostras. Não foram observadas 

correlações significativas (p <0,05) entre os metais analisados e MT e GSH. 

Foram observadas diversas correlações fracas, moderadas, fortes e muito 

fortes, porém serão discutidas apenas as fortes e muito fortes. A Tabela 13 mostra 

as correlações significativas fortes e muito fortes que foram encontradas entre 

metais essenciais para P. blainvillei e S. bredanensis.  

 

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

P. blainvillei S. bredanensis 

Par elementar Força da 
correlação 

Par elementar Força da 
correlação 

Mn (F) x Fe (F) rs = -0,82 Cu (F) x Se (F) 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 - - 

 

Correlações entre metais essenciais indicam processos homeostáticos no 

organismo, participando de reações enzimáticas através de metaloenzimas, 

dentre outros processos. Por exemplo, é de se esperar que correlações 

significativas existam entre Cu e Zn, devido às funções de transporte e anti-

oxidante da enzima Cu/Zn-superóxido dismutase (Zelko, Mariani e Folz, 2002), e 

entre Mn e outros elementos essenciais devido à atuação da Mn- superóxido 

dismutase (Sarsour et al., 2012). 

Já a Tabela 14 mostra as correlações significativas fortes e muito fortes 

que foram encontradas entre metais não-essenciais para P. blainvillei e S. 

bredanensis.  
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. 

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

P. blainvillei S. bredanensis 

Par elementar 
Força da 

correlação 
Par elementar 

Força da 
correlação 

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 não-essenciais são, comumente, oriundos da ação antropogênica 

e, correlações entre eles indicam que, possivelmente, estes elementos são 

advindos da mesma fonte de contaminação, como dito anteriormente (Jerez et al., 

2013; Ribeiro et al., 2009)  

A Tabela 15 mostra as correlações significativas fortes e muito fortes que 

foram encontradas entre metais não-essenciais e essenciais para P. blainvillei e 

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

P. blainvillei S. bredanensis 

Par elementar 
Força da 

correlação 
Par elementar 

Força da 
correlação 

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) x Hg (F) rs = 0,86 

Se (F) x Cd (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 

 
 

Correlações entre metais não-essencialiais e essenciais, porém, podem 

significar possíveis efeitos protetores exercidos pelo metal essencial contra os 

efeitos adversos apresentados pelo metal não-essenciais (Land et al., 2018), que 

podem ser postulados através do cálculo de razões molares, descritos a seguir. 

 

4.5. Razões molares 
 

Alguns metais essenciais associam-se a elementos não-essenciais no 

organismo para evitar efeitos deletérios, embora esse mecanismo não seja bem 

investigado e apenas algumas dessas associações tenham sido descritas na 

literatura (Land et al., 2018). Para avaliar melhor as associações significativas 

entre metais e metalóides e inferir possíveis efeitos deletérios, as razões molares 

entre elementos essenciais e não-essenciais em fígado, rim e músculo de P. 

blainvillei e S. bredanensis que apresentaram correlações significativas de 

Spearman foram calculadas para a FTE e apresentadas na Tabela 16. 
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Tabela 16. Razões molares e possíveis efeitos protetores em P. blainvillei e S. 
bredanensis fígado, rim e músculo. 

Espécie Matriz Elementos 
Razão 

molar 

Efeito protetor 

postulado 

P. blainvillei 

Fígado 

Mn (F) x Ni (F) 30:1 
Proteção contra efeitos 

tóxicos de Ni 

Mn (F) x As (F) 2:1 
Proteção contra efeitos 

tóxicos de As 

Fe (F) x Ni (F) 417:1 
Proteção contra efeitos 

tóxicos de Ni 
Zn (F) x Ni (F) 56:1 

Se (F) x Cd (F) 8:1 
Proteção contra efeitos 

tóxicos de Cd 

Músculo 

Mn (M) x Cr (M) 1:1 
Proteção contra efeitos 

tóxicos de Cr 

Mn (M) x Pb (M) 7:1 
Proteção contra efeitos 

tóxicos de Pb 

Cu (M) x Hg (M) 6:1 
Proteção contra efeitos 

tóxicos de Hg 

S. 

bredanensis 

Fígado e 

Músculo 

Fe (F) x Cd (M) 112:1 
Proteção contra efeitos 

tóxicos de Cd 

Fe (M) x Ni (F) 3:1 
Proteção contra efeitos 

tóxicos de Ni 

Fígado 

Cu (F) x Hg (F) 1:1 
Proteção contra efeitos 

tóxicos de Hg 
Se (F) x Hg (F) 1,3:1 

Rim e 

músculo 

Mn (R) x Cd (M) 19:1 

Proteção contra efeitos 

tóxicos de Cd 
Cu (R) x Cd (M) 9:1 

Zn (R) x Cd (M) 63:1 

Músculo Mn (M) x Ni (M) 31:1 
Proteção contra efeitos 

tóxicos de Ni 
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4.5.1. Efeito protetor contra As 
 

O As é um elemento não-essenciais e carcinogênico, conhecido por causar 

mau funcionamento de mecanismos celulares importantes, como mitose e 

respiração celular, sendo também capaz de contribuir para o estresse oxidativo. 

As formas inorgânicas de As são muito mais tóxicas do que as orgânicas e, em 

ambientes aquáticos, estas últimas são mais frequentemente observadas (Land 

et al., 2018).  

Em P. blainvillei foi encontrada uma correlação entre Mn e As, com razão 

molar de 2:1. Harder e colaboradoes (2007) estudaram possíveis efeitos 

protetores de Se, Mn, metionina, entre outros contra a toxicidade de As em 

pássaros. De acordo com esse estudo, o Mn aparenta exercer proteção contra os 

efeitos de As. Porém, não foram encontrados na literatura estudos que 

comprovem esta relação em mamíferos, sendo assim necessários mais estudos 

sobre essas relações.  

 

4.5.2. Efeito protetor contra Cd 
 

A alta toxicidade do Cd se deve, entre outros fatores, ao estresse oxidativo 

sofrido pelas células devido à exposição a este elemento e, as interações entre o 

Cd e os metais essenciais, como Fe, Ca e Zn, que podem reduzir sua toxicidade 

(Land, et al., 2018). A presença de Cd no interior da célula pode levar à destruição 

de membranas celulares, devido à sua capacidade de estimular a formação de 

espécies reativas de oxigênio, que podem então induzir a peroxidação lipídica e 

outros efeitos bioquímicos prejudiciais (Rogalska, Pilat-Marcikiewicz e Brozka., 

2011). 

No presente estudo, para S. bredanensis, foram observados possíveis 

efeitos protetores de Cu, Mn e Zn encontrados no rim contra o Cd do músculo, 

com razões molares de 9:1, 19:1 e 63:1 respectivamente, além de uma correlação 

entre Fe, encontrado no fígado, e Cd, no músculo, com uma razão molar de 112:1. 

Para P. blainvillei foi observado um possível efeito protetor de Se contra Cd, com 

razão molar de 8:1 em fígado. 

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 período de 24 horas. Foi sugerido um 

possível efeito protetor do Se e Zn em relação ao Cd. O estudo realizado por 
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Rogalska, Pilat-Marcikiewicz e Brozka. (2011), que expôs ratos a Zn (30 e 60 mg 

L-1) e/ou Cd (5 e 50 mg L-1) ao longo de 6 meses, confirma uma proteção parcial 

de Zn contra danos no tecido hepático de ratos, assim como o estudo realizado 

por Jamakala e Rani (2014), no qual Cd (22,5 mg kg-1), Zn (12 mg kg-1) e Fe (40 

mg kg-1) foram administrados oralmente em ratos ao longo de períodos variando 

entre 7, 15 e 30 dias, que mostra os efeitos protetores de Zn e Fe no fígado desses 

animais. Já Eybl e Kotyzová (2010), ao estudar a toxicidade de Cd em ratos, 

expuseram estes animais a doses de 7 mg kg-1de Cd e 20 mg kg-1 de Mn ao longo 

de 24 horas e observaram um possível efeito protetor de Mn contra Cd. Liu e 

colaboradores (1992) mostraram, por meio de um estudo computacional, os 

possíveis efeitos protetores de Cu e Zn contra a toxicidade de Cd em rins de ratos, 

utilizando como variáveis para os cálculos as concentrações de Zn (0 e 25 mg kg-

1), Cu (0 e 12,5 mg kg-1) e Cd (0,1 e 0,4 mg kg-1).  

O acúmulo de Cd no fígado e rim é devido à sua alta biodisponibilidade e 

é de grande preocupação, pois, mesmo em baixas concentrações, esse elemento 

pode levar a alterações patológicas no tecido hepático (Jihen et al., 2008). Como 

este elemento foi significativamente detectado em FTE, que contém MT, e Zn é 

capaz de induzir a síntese de MT (Rafique, Shaikh e Tahir, 2010), a toxicidade de 

Cd pode ser diminuída pela redistribuição de Cd pelo corpo pela superexpressão 

de Zn,o que explicaria a extremamente alta razão molar Zn:Cd observada aqui. 

Além disso, o Zn é conhecido por seu papel na prevenção do estresse oxidativo 

e, portanto, também pode ajudar na proteção contra a destruição de membranas 

celulares causada por Cd (Jihen et al., 2008). Portanto, o Zn pode proteger o 

fígado contra danos funcionais e estruturais, embora isso dependa da quantidade 

de Zn biodisponível. No entanto, o Zn foi detectado, principalmente, na fração 

insolúvel. Assim, parece que quantidades ainda menores de Zn na FTE, em 

comparação com PPT, podem ser capazes de se ligar eficientemente ao Cd. Essa 

interação complexa entre Zn e Cd ainda é pouco investigada, especialmente em 

mamíferos marinhos, e merece estudos adicionais. 

 

4.5.3. Efeito protetor contra Hg 
 

O Hg é considerado um metal extremamente tóxico, sendo capaz de 

bioacumular ao longo da cadeia trófica, e, quando em sua forma orgânica, como 

por exemplo metilmercúrio, é capaz de penetrar em biomembranas e acumular no 

tecido adiposo e fígado. Dentre seus possíveis efeitos colaterais, os mais 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1712620/CA



79 
 

conhecidos são os possíveis 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 funções metabólicas diferentes, como a síntese de 

metaloproteínas, incluindo a MT, e propriedades antioxidantes (Land et al., 2018; 

Flora et al., 1982). Neste estudo, foram observadas correlações entre Cu-Hg e Se-

Hg no fígado de S. bredanensis e, as razões molares para estas associações 

foram de 1:1 e 1,3:1 respectivamente. Em P. blainvillei, foi observada uma 

associação entre Cu-Hg em músculo, com razão molar de 6:1.  

Estudos realizados em ratos expostos a compostos de Hg e Se mostraram 

que o segundo exerce um efeito protetor contra o primeiro, protegendo os 

indivíduos analisados, ao menos parcialmente, da toxicidade de Hg (Li et al., 

2014). Embora baixas concentrações de Cu e Se tenham sido encontradas na 

FTE, parece que mesmo pequenas quantidades desses analitos são capazes de 

se ligar eficientemente ao Hg e promover um efeito protetor contra sua toxicidade 

no organismo.  

Quanto a possíveis efeitos protetores de Cu contra Hg, estudos conduzidos 

por Roesijadi e Fellingham (1987), mostram que, quando expostos a 

concentrações variadas de Cu e a uma concentração fixa de 75 µg L-1de Hg, 

mexilhões tendem a ter sua tolerância à toxicidade de Hg aumentada. Já os 

estudos realizados por Singh e Singh (1992) demonstram que concentrações 

equimolares de Cu2+ com Hg2+ (1,5 µm) ou CH3Hg+ (0,6 µm) são capazes de 

antagonizar a toxicidade desses compostos. 

 

4.5.4. Efeito protetor contra Pb 
 

O Pb é um metal não-essenciais que pode ser absorvido e distribuído pelo 

corpo, levando a efeitos perigosos em muitos tecidos e órgãos diferentes, 

incluindo o estresse oxidativo (Elgaml et al., 2015). Neste cenário, alguns metais, 

como Se, Cu e Zn, mostraram potencial para reduzir os níveis de Pb e, portanto, 

sua toxicidade (Flora et al., 1982; Markiewicz-Górka et al., 2015).  

No presente estudo, foi observada uma correlação entre Mn e Pb, com 

razão molar de 7:1. Porém, a literatura não apresenta quase nenhum estudo a 

respeito desta associação. Em um estudo realizado com ratos expostos a 

soluções aquosas de Pb (0,2 mg L-1) e Mn (2 mg L-1), Markiewicz-Górka e 

colaboradores (2015), foi observada uma correlação entre esses analitos, porém 
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não foi observado nenhum efeito protetor do metal essencial sobre o não-

essenciais. Dada a falta de informações adicionais na literatura, não foi possível 

discutir essa relação 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, disfunção neuromuscular e disfunções reprodutivas. 

Dentre as possíveis formas de exposição a ele temos a via oral, absorção cutânea 

ou inalação, sendo que a exposição pode ser aguda ou crônica (Outridge e 

Scheuhmmer, 1993).  

Neste estudo foi observada uma correlação entre Zn e Ni, com razão molar 

de 56:1. De acordo com os estudos conduzidos por Joshi e colaboradores (2004), 

quando ratos são expostos à Zn (10 mg kg-1) por um período de 24 horas e 

posteriormente a NiCl2 (150 µmol kg-1) pelo mesmo periodo, o Zn possivelmente 

apresenta um efeito protetor contra a toxicidade de Ni em fígado e rim destes 

animais. Porém, não foram encontrados na literatura estudos sobre possíveis 

efeitos protetores de Mn e Fe contra a toxicidade de Ni, indicando que é 

necessário ampliar os estudos nessa área devido à lacuna de conhecimento 

observada. 

 

4.6. Detecção de metaloproteínas por SEC-HPLC-ICP-MS 
 

A metalômica é a área que tem como objeto de estudo as diferentes 

variantes metálicas presentes no organismo, assim como sua quantidade, 

identidade e localização, o que inclui, portanto, o estudo das metaloproteínas, que 

são proteínas ligadas a metais. Este tipo de estudo também tem como foco a 

caracterização estrutural e funcional, identificação e quantificação das 

metaloproteínas em organismos vivos (Lavradas et al. 2016).  

Para caracterizar a fração FTE dos golfinhos analisados, contendo 

proteínas termoestáveis, foi utilizada a técnica de separação de proteínas por 

meio de cromatografia por exclusão de tamanho (do inglês, size exclusion 

chromatography, SEC) acoplada a cromatografia líquida de alta eficiência (do 

inglês, High performance liquid chromatography, HPLC) que, acoplada com a 

técnica de espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado, 

permite detectar diversas proteínas ligadas a metais simultaneamente (González-

Ferández et al., 2008).  
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De acordo com a calibração da coluna mostrada anteriormente na Figura 

6, pode-se comparar os tamanhos ds metaloproteinas caracterizadas nas 

amostras. Feito isso verificamos que os perfis cromatográficos apresentam os 

seguintes tempos de retenção: BSA (11 minutos e 67 kDa), MT (17 minutos e 7 

kDa) e GSH (21 minutos e 0,3 kDa). Esses tempos estão marcados nas figuras 

abaixo por retas verdes. 

 

4.6.1. Metaloproteínas em Pontoporia blainvillei 
  

Os perfis cromatográficos para as frações termoestáveis de fígado, rim e 

músculo de P. blainvillei apresentaram algumas variações, 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, não 

registraram presença em todos os indivíduos analisados e os picos referentes a 

estes analitos são pequenos, sendo que para o indivíduo P8 M não houve ligação 

entre Hg e proteína. As e Se exibiram picos consideravelmente pequenos e, 

apenas para o indivíduo 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 proteína (40 µg) 

para todas as amostras, algumas comparações relativas à intensidade dos picos 

foram realizadas. As Figuras 20 a 22 mostram o perfil exibido por esses analitos 

nas amostras de fígado, rim e músculo de P. blainvillei. 
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Figura 20. Proteínas ligadas a As, Cd, Co e Cr observadas por SEC-HPLC-ICP-MS em fígado e 
músculo de P. blainvillei. (F) – (preto) - Fígado, (R)- (azul) - Rim. Os tamanhos de proteína 

contidos no padrão são: 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 possível ligação entre este 

elemento e a GSH que, no cromatograma para os padrões (Figura 6), apresentou 

tempo de retenção muito similar. Essa complexação foi descrita por Jacquart et 

al. (2017) como entalpicamente favorável em pH 7,4, fisiológico. Assim, podemos 

inferir que ao menos uma parte do Cd presente no individuo P4 M foi destoxificado 

por essa interação. Assim como para o Cd, apenas uma amostra apresentou pico 

para Co, com tempo de retenção de aproximadamente 21 minutos. 

Consequentemente, é possível que tenha ocorrido a complexação entre a GSH e 

o Co neste individuo (Singh et al., 2001).  

Os tempos de retenção observados para As e Cr (25 e 27 minutos 

respectivamente) indicam que estes elementos estão ligado a metaloproteínas de 

peso molecular inferior ao da GSH (0,3 kDa), para as quais não foram utilizados 

padrões de calibração, bem como não foram encontrados dados na literatura, 

corroborando a necessidade de estudos futuros a respeito do tema.  
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Figura 21. Proteínas ligadas à Cu, Hg, Ni e Pb observadas por SEC-HPLC-ICP-MS em fígado, rim 
e músculo de P. blainvillei. (F) (preto) Fígado, (R) (azul) Rim, (M) (vermeho) Músculo. Os 
tamanhos de proteína contidos no padrão são: BSA (67 kDa), MT (7 kDa) e GSH (0,3 kDa). 

 

Todos os indivíduos analisados apresentaram pico para Cu, com tempo de 

retenção em aproximadamente 21 minutos, indicando a possível complexação 

entre a GSH e este metal, indicando a ocorrência de destoxificação, ainda que 

parcial, por esta via metabólica (Singh et al., 2001).  Em músculo também foi 

observado um tempo de retenção em aproximadamente 13 minutos, indicando 

que, além da complexação com GSH, uma parte do Cu pode ter sido complexado 

por uma proteína de peso molecular próximo a 67 kDa (Inesi, 2017). 

Os perfis observados para Hg diferem entre os tecidos analisados, sendo 

que apenas três amostras de fígado e cinco amostras de músculo apresentaram 

picos.  Em fígado foram observados tempos de retenção de aproximadamente 11 

minutos indicando uma possível destoxificação neste tecido pela complexação de 

Hg com a metaloproteína em questão, tendo esta peso molecular próximo a 67 

kDa, dado que o tempo de retenção de Hg se assemelha ao do padrão de BSA 

(Li et al., 2018). No tecido muscular, por outro lado, os tempos de retenção 

observados foram de aproximadamente 21 minutos, indicando complexação entre 

Hg e GSH e destoxificação por esta via metabólica (Singh et al., 2001).  

Assim como para Cu, todas as amostras analisadas apresentaram picos 

para Ni, tendo estes tempos de retenção 21 e 27 minutos. O primeiro pico (20 min) 
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indica possível complexação com a GSH e consequentemente destoxificação por 

esta via metabólica (Singh et al., 2001). Os picos observados em 27 minutos 

podem ser atribuídos a metaloproteínas de peso molecular inferior a 0,3 kDa, 

mostrando a necessidade de estudos futuros sobre a termoestabilidade de 

metaloproteínas.   

Todas as amostras de fígado e rim, assim como cinco amostras de 

músculo apresentaram picos em aproximadamente 21 minutos, sendo este o 

mesmo tempo de retenção da GSH no padrão. De acordo com estudos 

conduzidos por Jacquart et al. (2017), a complexação entre GSH e Pb é 

entalpicamente favorável, ou seja, o efeito tóxico deste metal possivelmente foi 

reduzido por essa reação. Na amostra de rim, também foi observado um tempo 

de retenção de aproximadamente 11 minutos, para o indivíduo P12 R, indicando 

que uma parte da concentração total de Pb neste indivíduo pode ter sido 

complexado por uma metaloproteína de peso molecular próximo a BSA (67 kDa) 

(Conick, 2011).  

 

 

Figura 22. Proteínas ligadas a Se, Sn, Ti e Zn observadas por SEC-HPLC-ICP-MS em fígado, rim e 
músculo de P. blainvillei. (F) (preto) Fígado, (R) (azul) Rim, (M) (vermelho) Músculo. Os tamanhos 

de proteína contidos no padrão são: 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 única amostra de músculo, indicando a baixa concentração 

desse analito no individuo em questão. O tempo de retenção 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 interferência no cromatograma 

obtido, assim como um pico consideravelmente pequeno. O metal aparenta estar 

ligado a GSH, entretanto, não há registros de estudos sobre a formação do 

complexo Sn-GSH na literatura.  

São, portanto, necessários estudos futuros sobre esse tema, para metais 

e metaloproteinas, de modo a aumentar a resolução da análise, assim como 

permitir a realização de uma análise mais precisa das proteínas ligadas a esses 

metais. 

Todas as amostras analisadas apresentaram intensidades altas para Ti 

indicando, assim, contaminação por este analito em todos os indivíduos. O tempo 

de retenção observado foi de aproximadamente 21 minutos, o que indica uma 

possível complexação entre Ti e GSH, no entanto, como este é um contaminante 

emergente, não foram encontrados registros na literatura sobre a formação do 

complexo Ti-GSH, o que, novamente, evidencia a necessidade de mais estudos 

para a caracterização das proteínas ligadas a este metal. 

 Nas amostras de fígado e músculo, Zn apresentou tempos de retenção de 

aproximadamente 21 minutos, similar ao que foi observado para o padrão de GSH. 

O estudo conduzido por Zhou e colaboradores (2012) mostra as possíveis formas 

de complexação entre GSH e Zn e sua estabilidade, além e ressaltar a importância 

para os sistemas biológicos. Tempos de retenção de 11 min e 21 min foram 

observados no rim, para o indivíduo P12 R indicando que, além da complexação 

com a GSH, uma parte do Zn está complexado com uma proteína de tamanho 

próximo a BSA (67 kDa), podendo até ser a própria (Stewart et al., 2003). 

A Tabela 17 exibe um resumo de todos os metais e tempos de retenção 

aproximados observados para fígado, rim e músculo de P. blainvillei. Para fígado 

e rim, os tempos de retenção observados foram de 11, 21 e 27 minutos, enquanto 

para músculo foram de 21, 25 e 27 minutos. A partir dessas observações é 

possível inferir que proteínas de elevado peso molecular tem maior afinidade com 

órgãos metabolicamente ativos (Lavradas et al., 2016). 
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Tabela 17. Tempos de retenção para fígado, rim e músculo de P. blainvillei 

Indivíduo 

Tempo 

11 minutos 21 minutos 25 minutos 27 minutos 

P1 F Hg, Pb Cu, Hg, Ni, Pb, Ti - Cr 

P2 F Hg, Pb Cu, Hg, Ni, Pb, Ti - - 

P4 F Hg 
Cd, Cu, Hg, Ni, Pb, 

Ti, Zn 
- Cr 

P6 F Hg, Zn 
Cu, Ni, Pb, Sn, Ti, 

Zn 
- Cr 

P12 F - 
Co, Cu, Ni, Pb, Ti, 

Zn 
- Cr 

P12 R Cu, Pb, Zn Cu, Ni, Pb, Zn,Ti - - 

P3 M - 
Cu, Hg, Ni, Pb, Ti, 

Zn 
- Cr 

P5 M - Cu, Ni, Pb, Ti, Zn - Cr 

P7 M - Cu, Ni, Pb, Ti, Zn As, Se Cr 

P8 M - Cu, Ni, Ti - - 

P9 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 proteína (40 µg), é possível comparar as intensidades relativas de cada pico e, 

assim, inferir qual individuo apresentou maior concentração do analito. Para esta 

espécie, no geral, as intensidades observadas em fígado foram mais altas do que 

em rim e músculo. Na Tabela 18 é mostrado um resumo das intensidades relativas 

dos picos para todos os analitos que foram detectados em ao menos dois 

indivíduos. 
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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 

           Tempo (min) 

Indivíduo 

27 21 11 21 21 11 21 21 21 

P1 F 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 6 100 - 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 - 

P9 M - 21 - 100 11 - - 27 - 

P10 M 88 50 - - 15 - - 65 - 

P11 M 66 11 - - 14 - 57 59 3 

P12 M 69 24 - - 13 - - 58 3 
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A partir dos dados da Tabela 18 é possível inferir que, devido à maior 

concentração de analitos no fígado, para esta espécie, destoxificação pela via 

metabólica da metalotioneína ocorreu em um dado momento. Esse 

comportamento é esperado, uma vez que o fígado é o órgão com maior potencial 

de biotransformação e eliminação de xenobióticos. Entretanto, para alguns 

analitos, o músculo apresentou concentrações relativas elevadas, indicando que, 

apesar da destoxificação mediada por metalotioneina, possivelmente houve 

bioacumulação nos indivíduos analisados (Souza et al., 2018). 

 

4.6.2. Metaloproteínas em Steno bredanensis 
 

Os perfis cromatográficos para as frações termoestáveis de fígado, rim e 

músculo de S. bredanensis apresentaram algumas variações, entretanto, todos os 

elementos analisados eluiram entre 10 e 30 minutos, com exceção ao Hg, que 

apresentou tempos de eluição 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 não estiveram 

presentes em todas as amostras e os picos observados para estes analitos foram 

menos intensos do que aqueles observados para Cu, Ni e Ti. Entre os indivíduos 

analisados, nove amostras dos três tecidos estudados não apresentaram 

associação entre Hg e proteínas, indicando que possivelmente este elemento 

quase não foi destoxificado por metaloproteínas. Para Se, picos 

consideravelmente pequenos foram observados, em apenas três indivíduos. O 

mesmo ocorreu para Cd (S7 M) e Fe (S7 M), que apresentaram picos apenas para 

um indivíduo e, ainda, não foram observados picos para As. Assim como para P. 

blainvillei, a quantidade de proteína injetada foi de 40 µg para todas as amostras, 

possibilitando, assim, fazer algumas comparações relativas à intensidade dos 

picos. As Figuras 23 a 25 mostram o perfil exibido por esses analitos nas amostras 

de fígado, rim e músculo de S. bredanensis. 
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Figura 23. Proteínas ligadas a Cd, Co, Cr e Cu observadas por SEC-HPLC-ICP-MS em fígado, rim 
e músculo de S. bredanensis. (F) (preto) Fígado, (R) (azul) Rim, (M) (vermelho) Músculo. Os 
tamanhos de proteína contidos no padrão são: 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 possível 

indicar uma possível ligação 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 favorável em pH fisiológico e, consequentemente, uma 

parte do Cd presente nestes indivíduos foi destoxificado devido a esta interação. 

Similarmente ao Cd, apenas uma amostra apresentou pico relativo a Co, tendo 

este um tempo de retenção de aproximadamente 22 minutos. Como previamente 

descrito por Singh et al. (2001), é possível que parte do Co presente neste 

indivíduo esteja complexando com a GSH e, assim, realizando ao menos 

parcialmente a destoxificação deste metal.  

Picos referentes a Cr em fígado, músculo e rim foram observados para 

maioria dos indivíduos analisados desta espécie. Os tempos de retenção 

observados para Cr foram, em todas as amostras, de aproximadamente 27 

minutos, indicando que este elemento, possivelmente, está ligado a 

metaloproteínas de peso molecular inferior ao da GSH (0,3 kDa). Não foram 

encontrados na literatura estudos acerca da complexação de Cr com 
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metaloproteínas termoestáveis deste tamanho, corroborando a necessidade de 

estudos futuros a respeito do tema.  

O pico relativo a Cu foi observado em todos os indivíduos analisados aos 

21 minutos, indicando que possivelmente ocorreu complexação entre a GSH e 

este metal e, consequentemente, houve destoxificação, ao menos parcial, por esta 

via metabólica (Singh et al., 2001).  Aos 12 minutos, para rim e músculo, também 

foram apresentados picos relativos a Cu, sinalizando que este metal pode ter sido 

complexado por uma proteína de peso molecular próximo a 67 kDa e, desse 

modo, parcialmente destoxificado pela mesma (Inesi, 2017). 

 

 

Figura 24. Proteínas ligadas a Fe, Hg Ni e Pb observadas por SEC-HPLC-ICP-MS em fígado, rim e 
músculo de S. bredanensis. (F) (preto) Fígado, (R) (azul) Rim, (M) (vermelho)- Músculo. Os 
tamanhos de proteína contidos no padrão são: BSA (67 kDa), MT (7 kDa) e GSH (0,3 kDa). 

 

Apenas o indivíduo S7 M apresentou pico relativo a Fe, com tempo de 

retenção de aproximadamente 21 minutos, indicando possível complexação entre 

a GSH e o analito (Berndt e Lillig, 2017), assim como uma destoxificação parcial 

deste por esta via metabólica. 

Os perfis observados para Hg diferem entre os tecidos analisados, com 

apenas duas amostras de fígado, três de rim e quatro de músculo apresentando 

para este analito, picos ligados a proteína. Os tempos de retenção de 
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aproximadamente 11 minutos observados para fígado indicam a possbilidade de 

destoxificação neste tecido, por meio da complexação de Hg com a 

metaloproteína em questão, cujo peso molecular, considerando que o tempo de 

retenção de registrado se assemelha ao do padrão de BSA, é próximo a 67 kDa 

(Li et al., 2018). Por outro lado, os tempos de retenção observados em tecido 

muscular foram de aproximadamente 21 e 35 minutos, indicando complexação 

entre Hg e GSH e destoxificação por esta via metabólica (Singh et al., 2001), além 

da possível complexação com uma metaloproteína de peso molecular inferior ao 

da GSH. No rim, foram observados tempos de retenção de aproximadamente 11 

e 35 minutos, indicando tanto complexação com metaloproteinas de peso 

molecular semelhante à 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 o primeiro pico 

aproximadamente aos 21 minutos, indicando possível complexação entre este 

metal e a GSH e, consequentemente destoxificação, ainda que parcial, por esta 

via metabólica (Singh et al., 2001). Para músculo foram observados, também, 

picos aproximadamente aos 27 minutos, possivelmente atribuídos a 

metaloproteinas de peso molecular inferior a 0,3 kDa 

Os resultados auferidos indicam a necessidade estudos futuros a respeito 

da termoestabilidade de metaloproteínas e possíveis vias de destoxifcação, uma 

vez que, para proteínas menores que 0,3 kDa, não foram encontrados estudos na 

literatura que permitam inferências e paralelos mais profundos a respeito do tema. 

As três amostras de rim e nove das amostras de músculo apresentaram 

picos de Pb aproximadamente aos 21 minutos, o mesmo tempo de retenção da 

GSH no padrão. De acordo com estudos conduzidos por Jacquart et al. (2017), a 

complexação entre GHS e Pb é entalpicamente favorável, ou seja, o efeito tóxico 

deste metal possivelmente foi reduzido por essa reação. Uma vez que não foram 

verificados picos para as amostras de fígado, pode ser inferido que a 

destoxificação deste metal, em tecido hepático, ocorre majoritariamente por outras 

vias metabólicas. 
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Figura 25. Proteínas ligadas a Se, Ti e Zn observadas por SEC-HPLC-ICP-MS em fígado, rim e 
músculo de S. bredanensis. (F) (preto) Fígado, (R) (azul) Rim, (M) (vermelho) Músculo. Os 
tamanhos de proteína contidos no padrão são: BSA (67 kDa), MT (7 kDa) e GSH (0,3 kDa). 

 

Foram observados picos relativos a Se em três amostras de fígado e uma 

amostra de músculo, com baixa intensidade, indicando a baixa concentração 

desse analito nos indivíduos estudados. No fígado foram observados dois picos 

para Se, o primeiro aproximadamente aos 11 minutos e o segundo aos 21 

minutos. O primeiro pico indica complexação de Se com uma metaloproteina de 

peso molecular próximo a 67 kDa (peso molecular do padrão de BSA), já o 

segundo pico indica complexação com a GSH e possível destoxifcacao por esta 

via metabólica. O pico de Se em músculo, observado aos 25 minutos, foi 

consideravelmente pequeno, sendo que de acordo com literatura, neste tempo de 

retenção 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 contaminação por este analito em todos 

os indivíduos. O tempo de retenção observado foi de aproximadamente 21 

minutos, o que indica uma possível complexação entre Ti e GSH. Uma vez Ti é 

um contaminante emergente, a literatura versando a respeito da formação do 

complexo Ti-GSH é limitada, o que evidencia a necessidade e importância da 
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condução de novos estudos para a caracterização das proteínas ligadas a este 

metal. 

 Nas amostras de rim e músculo, o tempo de retenção observado para Zn 

foi de aproximadamente 21 minutos, da mesma forma que para o padrão de GSH. 

O complexo formado entre Zn e GSH é estável e de extrema importância para os 

sistemas biológicos (Zhou et al., 2012), sendo que este pode ter auxiliado o 

processo de destoxificação de Zn. No fígado, o tempo de retenção observado foi 

de 11 minutos, indicando que, neste tecido uma parte do Zn está complexado com 

uma proteína de tamanho próximo a albumina (67 kDa), podendo até mesmo ser 

a própria (Stewart et al., 2003). 

Na Tabela 19 é mostrado um resumo de todos os metais, e seus 

respectivos tempos de retenção aproximados, observados para fígado, rim e 

músculo 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 

indivíduos apresentaram picos relativos à metais em 11, 27 e 35 minutos. 
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Tabela 19. Tempos de retenção observados para fígado, rim e músculo de S. 
bredanensis 

Indivíduo 

Tempo 

11 minutos 21 minutos 
27 

minutos 
35 minutos 

S1 F - Cu, Ni, Se, Ti - - 

S2 F - Cu, Ni, Ti, Zn Cr - 

S4 F Hg Cu, Ni, Ti, Zn Cr - 

S9 F Cu Cu, Ni, Ti Cr - 

S10 F Hg, Se, Zn Cu, Ni, Se, Ti, Zn Cr - 

S11 F Cu Cu, Ni, Ti Cr - 

S12 F - Cu, Ni, Ti Cr - 

S13 F Hg Cu, Ni, Pb, Ti, Zn Cr Hg 

S1 R - Cu, Ni, Ti, Zn Cr - 

S5 R - Cu, Ni, Ti, Zn Cr Hg 

S11 R 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 - 

S7 M - 
Cd, Co, Cu, Fe, 

Ni, Pb, Ti, Zn 
Cr - 

S8 M - Cu, Ni, Pb, Ti, Zn Cr - 

S9 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 

proteína para todas as amostras (40 µg), assim as mesmas comparações 

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

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

fígado. Na Tabela 20 é mostrado um resumo das intensidades relativas 

observadas para todos os analitos que apresentaram ao menos dois picos. 
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Tabela 20. 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). 

Indivíduo 
21 21 27 11 21 11 35 21 21 21 21 21 

S1 F - - - - 10 - - 10 - 41 21 - 

S4 F - - 71 - 17 13 - 27 - - 8 1 

S9 F - - 70 48 30 - - 15 - - 13 - 

S10 F - - 71 - 50 100 - 15 - 100 23 - 

S11 F - - 67 47 47 - - 10 - - 10 1 

S12 F - - 68 - 30 - - 11 - - 15 3 

S1 R - - 100 - 41 - - 9 - - 22 - 

S5 R - - 93 - 93 - - 32 - - 44 1 

S11 R 21 - 82 60 27 5 54 7 3 - 21 10 

S3 M - - 71 100 70 - - 14 3 - 15 8 
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Tabela 20. Continuação. 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) 

Indivíduo 
21 21 27 11 21 11 35 21 21 21 21 21 

S5 M - - 75 - 69 3 32 21 5 - 21 5 

S6 M - 32 81 - 100 - - 17 - - 43 13 

S8 M - - 67 - 31 - - 8 7 - 13 - 

S9 M - - 95 - 52 - - 100 - - 32 5 

S10 M - - 85 - 86 - - 6 10 29 38 5 

S11 M - - - - 6 - - 4 10 - 4 5 

S12 M - - 92 29 14 - 55 6 - - 20 5 

S13 F - - 91 - 12 - 100 4 9 - 5 100 

S13 M - - 9 - 13 - - 4 9 - 5 12 

S7 M 100 100 82 - 33 - - 6 100 - 100 - 

S2 F - - 92 - 13 - - 10 - - 13 - 
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A partir dos dados mostrados na Tabela 11 pode ser observado que, 

embora tenha ocorrido destoxficação pela via metabólica da metalotioneina, para 

a maior parte dos indivíduos foi observado um grande acúmulo dos analitos no 

músculo. Isso indica uma possível bioacumulação destes analitos nos indivíduos 

analisados, assim como uma possível sobrecarga dos órgãos metabolicamente 

ativos como fígado e rim, indicando que estes podem não ter sido capazes de 

destoxificar de forma efetiva os contaminantes. Sendo o músculo um tecido com 

maior capacidade de acumular do que de excretar xenobióticos, possivelmente 

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

 

4.7. Comparações entre P. blainvillei e S. bredanensis 
 

Foram observadas diversas diferenças entre as distribuições subcelulares 

observadas para P. blainvillei e S. bredanesis, entre as quais pode ser 

mencionado o acúmulo de Ag, Hg e Sn em PPT em alguns indivíduos de S. 

bredanesis, ao passo que, para As, foi observado um maior acúmulo em PPT, 

assim como Cd e Cr em FTE em P. blainvillei. Também foi observada uma maior 

concentração relativa de Al em FTL em P. blainvillei, enquanto para S. 

bredanensis foi observada, em alguns indivíduos, uma maior quantidade relativa 

em FTE para esse analito. Para os analitos Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se, Ti e Zn, não 

foram observadas diferenças significativas entre as distribuições subcelulares.  

As diferenças observadas são provenientes, possivelmente, de diferenças 

nas fontes de contaminação, tais como habitat e alimentação, dado que a P. 

blainvillei é encontrada apenas na costa do Oceano Atlântico, na América do Sul, 

enquanto S. bredanensis é encontrado entre os trópicos, em todos os oceanos, 

tanto em águas costeiras quanto em alto mar. Ainda, é relevante apontar que os 

espécimes de P. blaivillei foram considerados jovens, a partir de seu tamanho, 

consequentemente pode ser inferido que sua alimentação era composta, 

majoritariamente, por pequenos crustáceos, por outro lado os espécimes de S. 

bredanensis foram considerados adultos, utilizando o mesmo parâmetro e, entre 

seus alimentos preferidos, estão moluscos, como por exemplo lulas, 

reconhecidamente fontes de Cd por ingestão. 

 Devido às diferenças encontradas nas distribuições subcelulares entre as 

espécies estudadas, foi também realizado um PCA comparando ambas, de forma 

que foi possível observar como as espécies se correlacionam. A análise 

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

na Tabela 21. Quatro funções significativas foram detectadas. 

 

Tabela 21. Resultado obtido pela Função de discriminação para a análise de 
elementos em fígado, rim e musculo de S. bredanensis e P. blainvillei em PPT. 

Função de 

discriminação 
1 2 3 

4 

Autovalor 6,14 2,60 1,64 1,34 

Variância total 38,40 16,24 10,25 8,36 

Variáveis 
Coeficientes de Função de discriminação 

padronizados 

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

V -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 contribuíram 

mais para o poder discriminatório da Função 1. O poder da Função 2 permitiu 

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

coeficientes (-0,81 e -0,67), respectivamente. Os gráficos de dispersão para 
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ambos os tecidos são exibidos na Figura 26. Os rins e músculos foram agrupados, 

enquanto algumas amostras de fígado de S. bredanensis se mantiveram 

separadas. 
.

 

Figura 26.. Gráficos de dispersão para a função de discriminação de tecidos musculares, renais e 
hepáticos de PM e SM. (A) Função 1 versus Função discriminante 2, (B) Função discriminante 2 
versus Função discriminante 3. SM - Steno bredanensis músculo, SL - Steno bredanensis fígado, 
PM - músculo Pontoporia blainvillei, PL - fígado Pontoporia blainvillei. 

 

Associações significativas entre elementos não-essenciais e essenciais 

foram detectadas no PPT pelo PCA. A associação de metais não-essenciais, Hg, 

Ag e Sn, com Cu, Mn, Fe e Zn, pode indicar papéis protetores contra esses metais 

não-essenciais. Como mencionado anteriormente, existem estudos acerca do 

possível 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 interações citadas em organismos superiores estão disponíveis. Novos 

estudos a esse respeito são necessários em mamíferos marinhos, uma vez que 

existe uma lacuna significativa na literatura para esse elemento nesses animais. 

A Função 2 indica, ainda, associações com Cr e Pb, embora em menor 

grau. Associações entre Zn e Hg e Se e Hg foram detectadas na FTE (discutido 

adiante), e a presença de associações semelhantes na fração PPT pode indicar 

que possíveis efeitos protetores já existam antes da desintoxicação da MT. Dessa 

forma, é possível observar que mabas as espécies apresentam mecanismos de 

destoxificação parecidos para alguns elementos. 

A análise discriminante de FTL em S. bredanensis e P. bainvillei foi 

realizada usando as concentrações de MT, GSH e metais no fígado, rim e 

músculo. Não foi possível observar fatores de significância estatística, o que indica 

que a análise de FTL não é adequada para inferir contaminação diferencial entre 

as espécies estudadas devido ao baixo número de amostras. 

A análise discriminante de FTE em fígado e músculo de S. bredanensis e 

P. blainvillei foi realizada utilizando as concentrações de MT, GSH e metais, que 
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estão apresentadas nas Tabela 22 e 23. Três funções significativas foram 

detectadas. 

 

Tabela 22. Resultado obtido pela Função de discriminação para a análise de MT, 
GSH e elementos em músculo de S. bredanensis e P. blainvillei em FTE 

Função de discriminação 1 2 3 

Autovalor 5,82 2.70 2,10 

Variância total 38,81 18,01 14,01 

Variáveis 
Coeficientes de Função de discriminação 

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 Função de discriminação para a análise de MT, 

GSH e elementos em fígado de S. bredanensis e P. blainvilei em FTE 

Função de discriminação 1 2 3 

Autovalor 1,29 0,90 0,66 

Variância total 33,01 29,01 15,58 

Variáveis 
Coeficientes de Função de discriminação 

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 músculo, 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 discriminatório da Função 1. O poder da Função 

2 permitiu maior discriminação entre os tecidos, onde MT apresentou o maior 

coeficiente (0,69). Para o fígado, 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 contribuíram mais ao poder discriminatório da Função 1 

(Tabela 23). O poder da Função 2 permitiu maior discriminação 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 não foram incluídos devido ao baixo número de 

amostras. Os gráficos de dispersão para ambos os tecidos são exibidos na Figura 

27. 

.  

Figura 27. Gráficos de dispersão para a discriminação de tecidos musculares e hepáticos de PM e 
SM. Músculo: (A) Função 1 versus Função discriminante 2, (B) Função discriminante 2 versus 
Função discriminante 3. Fígado: (C) Função 1 versus discriminante Função 2, (D) Função 
discriminante 2 versus Função discriminante 3. SM - Steno bredanensis músculo, SL - Steno 
bredanensis fígado, PM - músculo Pontoporia blainvillei, PL - fígado Pontoporia blainvillei. 

 

No músculo, esses resultados indicam que o GSH associado a As, Pb, Mn, 

Cd, Fe e Ti na fração de TSF é capaz de discriminar com precisão entre fígado e 

músculo devido à contaminação diferencial de metal e é, portanto, um 

biomarcador útil em estudos de biomonitoramento. A associação entre essas 

variáveis é interessante, pois a GSH, neste caso, parece estar lidando com o 

estresse oxidativo causado por esses metais presentes na Função 1. Além disso, 

a MT presente na Função 2 indica a ligação e destoxificação de As, Pb, Mn, Cd, 

Fe e Ti, como relatado em estudos anteriores para este tecido em mamíferos 

marinhos (Waalkes et al., 1984; Kobayashi et al., 2007; Wong et al., 2017). 
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No fígado, estes resultados indicam associações de GSH com Hg, Se, Ti, 

Fe, Al, Zn e GSH, na mesma tendência discutida acima, com a inclusão de Hg, 

Se, Al e Zn. A presença de uma associação entre Se e Hg é interessante, uma 

vez que Se é conhecido por exibir um efeito protetor contra Hg (discutido na seção 

4.5.3 deste estudo), novamente incluindo MT e outros metais (As, Mn, Pb e Cd). 

O número crescente de metais presentes na PCA no fígado é esperado, já que o 

fígado acumula quantidades maiores de metais que músculos, devido às suas 

funções detoxificantes. Além disso, uma associação entre MT e Zn é esperada, 

pois este é um dos principais elementos para se ligar à MT, a fim de manter a 

homeostase da função celular diversificada, enquanto as associações com As, 

Mn, Pb e Cd indicam a ligação MT e desintoxicação, como relatado em estudos 

anteriores para este tecido em mamíferos marinhos (Waalkes et al., 1984; 

Kobayashi et al., 2007; Wong et al., 2017). 

Assim, a FTE é uma escolha interessante em relação às avaliações da via 

de desintoxicação mediada por MT em P. blainvillei e S. bredanensis, podendo 

elucidar ainda mais os mecanismos bioquímicos e a ligação específica entre 

espécies e inter-espécies de metal-MT. 

Assim como as distribuições subceulares e PCA, também foram 

observadas diferenças entre as correlações de Spearman entre as duas espécies. 

S. bredanensis apresentou apenas uma correlação significativa entre dois metais 

essencais (Cu e Se) sendo, também, a única espécie que apresentou relação 

entre Ti e outro metal, no caso Cd, e uma correlação entre Se e Hg, sendo esta 

uma relação já bem conhecida na literatura.  

Dentre os efeitos protetores postulados, foi observada uma diferença 

quanto aos metais não-essenciais. Para P. blainvillei, foram observados possíveis 

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 diferenças indicam que podem existir mecanismos de proteção distintos 

contra metais não-essenciais para cada espécie, sendo que isso também pode 

depender dos níveis de contaminação a que os indivíduos foram expostos. 

Finalmente, foram também observadas diferenças entre as rotas 

metabólicas de destoxificação para as espécies estudadas, uma vez que foram 

encontrados tanto analitos diferentes quanto tempos de retenção diferentes para 

o mesmo analito. Os analitos Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Se, Ti e Zn foram 

encontrados para pelo menos um indivíduo 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 diferenças observadas nos diferentes tempos de retenção, 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 retenção indicam diferentes 

ligações entre metais e proteínas, podemos assumir que cada uma das espécies 

estudadas tem seus mecanismos próprios para realizar a destoxificação de 

metais. É importante também ressaltar que essas diferenças também podem 

ocorrer devido aos diferentes níveis de contaminantes aos quais os indivíduos 

foram expostos, diretamente relacionados com os hábitos de cada espécie.
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5. Conclusões 

 

A MT pode ser considerada como um bom biomarcador de exposição a 

metais, uma vez que ela está relacionada com a destoxificação de metais não-

essenciais e homeostase de metais essenciais. Não foi observada correlação 

significativa entre a MT e GSH, para nenhuma das espécies, dessa forma conclui-

se que a MT não está relacionada ao estresse oxidativo. Não foi abservada 

diferença significativa entre as concentrações de MT nos tecidos analisados para 

as duas espécies, assim como para GSH em P. blainvilei. Por outro lado, foi 

observada uma diferença significativa entre GSH de fígado e músculo em S. 

bredanensis. As concentrações obtidas para o fígado foram mais elevadas do que 

as do músculo, isso já era esperado, uma vez que o fígado é um órgão 

metabolicamente ativo, além deste ser o principal responsável pela destoxificação 

no organismo.  

Com o presente estudo foi possível acrescentar novas informações, assim 

como complementar informações pré-existentes, acerca do acúmulo de metais 

(Ag, Al, As, Cd, Cu, Cr, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Se, Sn, Ti e Zn) em fígado, rim e 

músculo de pequenos cetáceos do Atlântico Sul. As distribuições subcelulares 

destes elementos mostram que P. blainvillei e S. bredanensis realizaram 

destoxificação parcial destes contaminantes, no entanto também foi observado a 

acumulação dos mesmos. Por este estudo também foi possível concluir que os 

animais que habitam a região costeira do estado do Rio de Janeiro, como os 

golfinhos, estão expostos a diversos contaminantes, dentre eles os metais e 

metaloides, considerando sempre que os indivíduos analisados podem ser 

costeiros ou costeiros e oceânicos, 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 frações termolábil e termoestável 

de todos os tecidos avaliados para essa espécie, o que indica que grande parte 

destes analitos está sofrendo destoxificado pela via metabólica da MT, GSH ou 

outras proteínas e compostos não enzimáticos. Alguns outros elementos, como 

Ag, Cu, Fe, Hg, Ni, Se, Sn e Zn, apresentaram a maior parte de sua concentração 

na fração insolúvel, indicando que, provavelmente estes analitos utlizam de outras 

vias de destoxificação. Em S. bredanensis, alguns elementos, como Al e Cr foram 

encontrados principalmente na fração insolúvel. 

Utilizando uma análise de componentes principais, foi possível observar 

diversas correlações estatisticamente significativas entre elementos não-
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essenciais e essenciais para PPT e FTE em P. blainvillei. Para S. bredanensis 

todas as frações subcelulares, apresentaram correlações estatisticamente 

significativamente. Por conta dessas interações, alguns efeitos protetores foram 

postulados de elementos essenciais contra elementos não-essenciais, sendo que 

estes foram avaliados a partir dos cálculos de razões molares.  

Os perfis observados para as metaloproteínas da FTE destes indivíduos 

foram amplamente variados, apresentando tempos de retenção variados para o 

mesmo analito em diferentes decidos e espécies. A partir desses dados foi 

postulada uma possível perturbação da homeostase dos elementos essenciais, 

assim como tentativas de desintoxicação de metais não-essenciais por diversas 

metaloproteínas. No entanto são necessários estudos mais aprofundados com 

relação à caracterização da expressão de metaloproteínas e seus mecanismos de 

destoxificação, assim como em sua identificação por espectrometria de massa 

uma vez que várias proteínas que apareceram relacionadas a metais neste estudo 

ainda não foram propriamente caracterizadas.
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