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RESUMO

BRIAO, Juliana Aguiar. Botos-cinza (Sotalia guianensis) da Baia de Sepetiba — RJ, Brasil:
variacdo temporal da bioacumulacdo de compostos organoclorados e sua possivel influéncia
no evento de mortalidade atipica associado ao morbilivirus. 2020. 114 f. Dissertacéo
(Mestrado em Oceanografia) — Faculdade de Oceanografia, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, 2020.

Os compostos organoclorados s@o poluentes organicos persistentes capazes de causar
alteracbes nos sistemas imunoldgico e enddcrino e, por suas caracteristicas fisico-quimicas,
estdo presentes no ambiente até os dias atuais. Elevadas concentracdes desses compostos
estdo relacionadas a uma maior susceptibilidade a doencas infeciosas, e animais longevos e de
elevado nivel trofico, como os cetaceos odontocetos, tendem a apresentar elevadas
concentragcdes. Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo investigar o padrdo de
bioacumulagdo de compostos organoclorados em tecido adiposo subcutaneo de 85 botos-cinza
(Sotalia guianensis) da Baia de Sepetiba — RJ antes, durante e pos o evento de mortalidade
atipica (EMA) associado ao morbilivirus dos cetaceos. Assim como a influéncia dos
parametros bioldgicos na acumulacéo, transferéncia materna e por fim, a variacdo temporal
nas concentracbes de compostos organoclorados entre os anos de 2007 e 2019. As
concentracdes de compostos organoclorados estdo na base lipidica e variaram de 978,86 —
738827,55 ng/g de XPCB; 82,44 — 130385,66 ng/g de DDT; <LD — 4555,70 ng/g de Mirex;
<LD - 1776,72 ng/g de ZHCH e <LD — 157,97 ng/g de HCB. As concentra¢des nao diferiram
entre os periodos analisados para os individuos imaturos, machos maturos (teste de Kruskal-
Wallis, p>0.05) e fémeas maturas (teste de Mann-Whitney, p>0.05) para a maioria dos
compostos organoclorados, com exce¢do do PCB 28 que apresentou maiores concentracoes
nas fémeas maturas durante o EMA. As concentragdes encontradas para 76% dos individuos
imaturos, 100% dos machos maturos e 28% das fémeas maturas, excederam os limites toxicos
estimados de TPCB capazes de causar efeitos imunossupressores em mamiferos marinhos. As
concentragdes dos compostos organoclorados nas fémeas maturas de botos-cinza foram
significativamente menores (teste de Kruskal-Wallis, p<0.05) que as concentracdes de
individuos imaturos e machos maturos, que apresentaram correlacdo significativa e negativa
com a idade (Spearman, p<0.05). As concentraces entre individuos imaturos e machos
maturos ndo diferiu (teste de Kruskal-Wallis, p>0.05), no entanto foi observada correlacdo
significativa e positiva com a idade dos animais (Spearman, p<0.05). A partir da analise de
funcdo discriminante, foi observada diferenca significativa no padrdo de acumulacdo dos
compostos organoclorados entre fémeas maturas e machos maturos. Em relacdo a
transferéncia placentaria, os p.p-DDE e p.p’-DDD tiveram as maiores razdes de
transferéncia. Para 75% dos neonatos as concentracfes do XPCB transferidas das fémeas,
principalmente durante a lactacdo, excederam as concentracdes limite estimadas responsaveis
por uma menor sobrevivéncia de filhotes. Foi observado um aumento significativo (p<0.05)
das concentragdes de compostos organoclorados entre 2007 a 2019 nos botos-cinza, assim
como uma mudanca significativa no padrdo de acumulacdo dos compostos entre 0s periodos
analisados. Os resultados do presente estudo apontam a grande ameaca que a populacédo de
botos-cinza da Baia de Sepetiba esta exposta devido as elevadas concentra¢cdes de compostos
organoclorados, sendo importante o desenvolvimento de medidas de conservagao para mitigar
0s impactos causados pela contaminacdo nesta regido.

Palavras-chave: POPs. Doencgas emergentes. Delphinidae. Transferéncia materna. Poluicéo.



ABSTRACT

BRIAO, Juliana Aguiar. Guiana dolphins (Sotalia guianensis) from Sepetiba Bay — RJ,
Brazil: temporal variation in the bioaccumulation of organochlorine compounds and their
possible influence on the atypical mortality event associated with morbillivirus. 2020. 114 f.
Dissertacdo (Mestrado em Oceanografia) — Faculdade de Oceanografia, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, 2020.

Organochlorine compounds are persistent organic pollutants capable of causing
damage in the immune and endocrine systems, and due to their physical and chemical
characteristics they are present in the environment until today. High concentrations of these
compounds are related to a greater susceptibility to infectious diseases, and long-lived animals
with a high trophic level, like cetacean’s odontocetos, tend to have high concentrations.
Therefore, the present study aimed to investigate the bioaccumulation pattern of
organochlorine compounds in subcutaneous adipose tissue of 85 Guiana dolphins (Sotalia
guianensis) from Sepetiba Bay - RJ before, during and after the unusual mortality event
(UME) associated to cetacean morbillivirus, as well as the influence of biological parameters
on accumulation, maternal transfer and finally, the temporal variation in the concentrations of
organochlorine compounds between the years 2007 and 2019. The concentrations of
organochlorine compounds are in lipid based, and ranged from 978.86 - 738827, 55 ng/g
YPCB; 82.44 - 130385.66 ng/g XDDT; <LD - 4555.70 ng/g from Mirex; <LD - 1776.72 ng/g
from HCH and <LD - 157.97 ng/g from HCB. The concentrations did not differ between the
periods analyzed for immature, mature males (Kruskal-Wallis test, p> 0.05) and mature
females (Mann-Whitney test, p> 0.05) for most organochlorine compounds, with the
exception of PCB 28, which showed higher concentrations in mature females during UME.
The concentrations found for 76% of immature individuals, 100% of mature males and 28%
of mature females, exceeded the threshold estimated of XPCB capable of causing
immunosuppressive effects in marine mammals. The concentrations of organochlorine
compounds in mature females of Guiana dolphins were significantly lower (Kruskal-Wallis
test, p <0.05) than the concentrations of immature and mature males, and showed significant
and negative correlation with age (Spearman, p <0.05), and between immature individuals
and mature males there was no significant difference (Kruskal-Wallis test, p> 0.05); however,
a significant and positive correlation was observed with the age of the animals (Spearman, p
<0.05). From the discriminant function analysis, a significant difference was observed in the
accumulation pattern of organochlorine compounds between mature females and mature
males. Regarding placental transfer, the major ratio were for p.p’-DDE and p.p’-DDD. For
75% of the neonates the XPCB concentrations transferred from the females, mainly during
lactation, exceeded the threshold estimated for less calves survival. There was a significant
increase (p <0.05) in organochlorine compounds concentrations between the years 2007 to
2019 in the Guiana dolphins, as well as a significant change in the pattern of accumulation of
the compounds between the periods analyzed. The results of the present study demonstrated a
great threat that the Guiana dolphins’ population of Sepetiba Bay is exposed due to the high
concentrations of organochlorine compounds, and it is important to develop conservation
measures to mitigate the impacts caused by contamination in this region.

Key words: POPs. Emerging disease. Delphinidae. Maternal transfer. Pollution.
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INTRODUCAO

Alguns compostos organoclorados que fazem parte do grupo dos poluentes organicos
persistentes (POPs) séo capazes de biomagnificar ao longo das teias troficas, culminando em
elevadas concentracdes em animais topo de cadeia (PRINCE et al., 2020). Tais compostos
apresentam alta persisténcia, devido a baixa degradacdo quimica e bioldgica, além da alta
capacidade de transporte a longas distancias (JONES & VOOGT, 1999; MREMA et al., 2013;
KALLENBORN et al., 2015).

Mesmo diante da proibicdo de diversos POPs na década de 1980, como as bifenilas
policloradas (PCBs) e o diclorodifeniltricloroetano (DDTs), disturbios ambientais, como
inundacdes e suspensdo de sedimentos, podem fazer com que haja a remobilizacdo e
consequente entrada secundéaria destes poluentes (CAGNAZI et al., 2020; TORRES et al.,
2009). Ademais, 0 aumento da temperatura, precipitacdo e velocidade do vento como
resultado das mudancas climaticas constitui outra potencial fonte desses contaminantes para
0s ecossistemas (TERAN et al., 2012).

Dentro desse contexto, organismos de topo de teia trofica tém sido apontados como
ogrupo mais criticos no que se refere a exposicdo aos POPs. Os cetaceos, especialmente 0s
delfinideos, podem ocupar elevadas posicGes nas teias alimentares, além de apresentarem
longo tempo de vida e espessa camada de gordura, podendo acumular elevadas concentracoes
destes compostos lipofilicos (GRAY et al., 2002; KO et al., 2014). Tais contaminantes sdo
reconhecidos como interferentes dos sistemas endocrino e imunolégico (MURPHY et al.,
2015; DESFORGES et al., 2016), e a preocupacdo acerca dos impactos a longo prazo

causados tem se mostrado crescente nos ultimos anos.

Estudos sugerem um papel importante dos POPs nas alteracbes dos padrdes de
manutencdo e declinio das populacBes de cetaceos (HALL et al., 2018; DESFORGES et al.,
2018) especialmente quando essas populacdes sdo expostas a um patégeno (HALL et al.,
2018). As altas concentragdes encontradas em golfinhos ao redor do mundo chamam atencao
para o problema (JEPSON et al., 2016; KRATOFIL et al., 2020)Assim, os POPs parecem
estar fortemente relacionados & maior susceptibilidade a doengas emergentes (ROSS et al.,
2002; JEPSON et al., 1999; VAN BRESSEM et al., 2009).
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Nas populagdes de botos-cinza (Sotalia guianensis) do sudeste do Brasil, a cepa
especifica de morbilivirus dos cetaceos (Guiana dolphin “GD-MV”) causou o0 primeiro evento
de mortalidade atipica (EMA) no Oceano Atlantico Sul (GROCH et al., 2014; 2018). O virus
afetou primeiramente a populacdo de botos-cinza residentes da Baia da Ilha Grande, e em
seguida se dispersou para a populacdo de botos-cinza da Baia de Sepetiba. Estima-se que
entre novembro de 2017 a margo de 2018 pelo menos 277 animais morreram. Estas duas
populacbes apresentaram uma resposta distinta ao morbilivirus, na qual o contingente de
mortes entre as duas baias foi de 6% da populacdo da Baia da Ilha Grande, em contraponto
com 20% da populacdo da Baia de Sepetiba (CUNHA et al., 2020 — no prelo).

Essa diferenca pode estar relacionada ao estado de preservacdo dessas baias costeiras.
A Baia de Sepetiba estd localizada em um hot spot de contaminagdo por compostos
organoclorados no Oceano Atlantico Sul (GIRONES et al., 2020). Além disso, o grande
adensamento populacional na sua bacia de drenagem, industrias e portos, pode ser um
contribuinte para o impacto a saude dessa populacdo de botos-cinza, que apresenta uma
elevada fidelidade de sitio a regido (NERY et al., 2008). Estudos anteriores ja sugeriam que a
populacdo poderia estar imunossuprimida, por apresentar infeccdo pelo Pox virus,
principalmente por consequéncia dos impactos ambientais (VAN BRESSEM et al., 2007;
2009b). Neste mesmo contexto local, estd a Baia de Guanabara no Rio de Janeiro, onde a
potencial contaminacdo do ambiente, em conjunto com outros estressores ambientais teve um
papel fundamental para levar a populacdo de botos-cinza ao declinio em poucas décadas
(AZEVEDO et al., 2009; 2017).

Visto o0 impacto que os compostos organoclorados apresentam para as populacdes de
cetaceos, principalmente quando sdo expostas a um patégeno (HALL et al., 2018), o presente
estudo teve como objetivo investigar a bioacumulacdo dos compostos organoclorados (PCBs,
DDTs, HCB, HCHs e Mirex); verificar se o evento de mortalidade provocado pelo
morbilivirus modificou os padrdes de acumulacdo dos POPs; e avaliar se houveram alterac6es
na magnitude da acumulacdo de POPs ao longo de uma série temporal de 12 anos, que
pudessem explicar uma maior ou menor susceptibilidade dos botos-cinza a patdgenos,

trazendo consequéncias a saude dos botos-cinza residentes da Baia de Sepetiba.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Compostos organoclorados

O aumento populacional e o desenvolvimento de novas tecnologias para suprir as
necessidades da sociedade, fizeram com que houvesse grandes esforcos para a criagdo de
substancias quimicas, principalmente destinadas a manutencdo do setor industrial, controle de
vetores transmissores de doencas e de pragas no setor agricola (ATSDR, 2000; ATSDR,
2002). A partir da revolugdo industrial, no século XVIII a producdo em grande escala
necessitou de novos insumos quimicos que suportassem a maior eficiéncia da producdo. No
entanto, tais substancias foram produzidas sem o conhecimento do real efeito a satde do
ambiente, dos organismos e, principalmente, a grave consequéncia no equilibrio ecolégico
(WHO, 1992).

Ao longo do tempo, devido ao uso massivo desses insumos quimicos, a
contaminacdo de peixes e aves comecou a despertar a suspeita da sua toxicidade. Em 1962, o
livro “Primavera Silenciosa” publicado pela cientista e escritora Rachel Carson alertou sobre
a utilizacdo de pesticidas agricolas e a contaminacédo de aves. Em 1972, a ONU (Organizacao
das NacGes Unidas) convocou a primeira Conferéncia das Nacdes Unidas sobre o Ambiente
Humano em Estocolmo, e desde entdo diversas conferéncias foram realizadas, principalmente
para elaborar e designar diretrizes de uma melhor relacdo entre o meio ambiente e o
desenvolvimento sustentavel (ONU, 1972). A fim de estabelecer medidas de controle na
producdo, utilizacdo e descarte adequado dos POPs, protocolos foram elaborados, em
destague, a Convencéo de Estocolmo (STOCKHOLM CONVENTION, 2018).

A Convencdo de Estocolmo, reconhecida mundialmente, € um dos protocolos de
maior relevancia no controle dos POPs. No Brasil, a convencdo foi aprovada em maio de
2004 e o texto promulgado pelo Decreto Executivo n° 5.472, em junho de 2005 (BRASIL,
2005). O documento visa a responsabilizacdo dos paises a desenvolverem medidas para a
reducdo ou eliminacdo das emissdes e descargas dessas substancias quimicas, assim como
prevé que sejam desenvolvidas novas tecnologias que evitem a fabricacdo de novos POPs,
objetivando a eliminacdo total desses contaminantes (BRASIL, 2005; MMA, 2015;
STOCKHOLM CONVENTION, 2018).
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Para os diferentes compostos que fazem parte dos POPs, trés principais normativas
foram adotadas: Eliminar; restringir; e para emissdes ndo intencionais, reduzir. As medidas
para os bifenilas policloradas (PCBs) e Mirex, por exemplo, foram de eliminacdo total; ja para
os diclorodifeniltricloroetano (DDTs) foi recomendada a restricdo no uso (STOCKHOLM
CONVENTION, 2018). No primeiro texto da convencdo constavam 12 principais POPs
(Aldrin, Clordano, Dieldrin, Endrin, Heptacloro, Hexaclorobenzeno, Mirex, Toxafeno, PCBs,
DDTs, Dibenzo-p-dioxinas e Dibenzonofuranos policlorinatados). JA& em 2009 foram
inseridos outros nove POPs: Clordecona, Hexabromobifenil, Alfa e Beta
Hexaclorociclohexano, Lindano, Eter tetrabromodifenilico e Eter pentabromodifenilico, Eter
hexabromodifenilico e Eter heptabromodifenilico, Acido perfluoractano sulfénico e seu sais e
Fluoreto de perfluoroctano sulfonila e, por Gltimo, Pentaclorobenzeno. Em 2011 foi inserido o
Endossulfam, em 2013, o Hexabromociclododecano, e em 2015, Hexaclorobutadieno,
Pentaclorofenol, e seus sais e éteres (PeCP) e Naftalenos policlorados. Em 2017 foram
incluidos o Eter de decabromodifenil (c-deca-BDE) e Parafinas cloradas de cadeia curta
(SCCP). Por altimo, em 2020, foram incluidos novos POPs, o Dicofol, e os PFOA e seus sais
(MMA, 2015; STOCKHOLM CONVENTION, 2020). Atualmente existem mais sete
produtos quimicos em revisao propostos para entrada listagem da convencéo, sdo exemplos o
Declorane Plus, Metoxicloro e Acidos Carboxilicos Perfluorados de cadeia longa
(STOCKHOLM CONVENTION, 2020).

Dentro do grupo dos POPs, estdo os compostos organoclorados (organic compounds
- OCs). Esses compostos quimicos foram sintetizados principalmente devido ao crescimento
demogréafico, tanto para o setor industrial, como também urbano, sendo utilizados em
capacitores e transformadores elétricos, assim como para o setor agricola, em pesticidas. Os
POPs sdo agrupados devido as suas caracteristicas fisico-quimicas de semi-volatilidade,
persisténcia no ambiente, hidrofobia, lipofilicidade, bioacumulacdo e toxicidade (JONES &
VOOGT, 1999). A semi-volatilidade, capacidade dos POPs de passar para a fase gasosa em
temperatura ambiente (BREIVIK et al., 2004), possibilita o seu transporte pela atmosfera,
inclusive por longas distancias das areas fonte. Diante desse aspecto é evidenciado gque estes
compostos tendem a ter ampla distribuicdo, comportamento que é chamado de destilacdo
global (GOUIN et al., 2004). Os compostos semi-volateis evaporam em baixas latitudes
(principalmente regibes tropicais), condensam e sdo passiveis ao transporte em longas
distancias, atingindo até mesmo zonas polares, que € evidenciado principalmente pela
presenca destes compostos onde ndo ha uso de tais poluentes (BEYER et al., 2000; HUNG et
al., 2016).
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Além da sua ampla distribuigdo na atmosfera, outro fator importante é a forma com
que tais compostos entram em outros compartimentos abidticos e bidticos. Estes apresentam
alta aderéncia a sedimentos e material particulado em relacdo a agua, o que é demonstrado
pelo coeficiente de particdo &gua-solo (Koc). Quanto maior os valores de Koc, maior
aderéncia pelo material particulado e sedimento (SPARLING, 2016). No que tange a entrada
nos meios bidticos, em diferentes escalas, apresentam grande solubilidade em gorduras e
6leos. A afinidade desses compostos é expressa pelo coeficiente n-octanol-dgua (Kow), em
que valores de coeficiente maiores que 3,5 tem maior solubilidade em n-octanol do que em
agua. Assim, devido a essa particularidade, sdo considerados lipofilicos e hidrofébicos
(JONES & VOOGT, 1999).

Uma vez que os POPs atingem o ambiente e 0s organismos, a sua retirada é lenta,
devido sua alta resisténcia fisica, quimica e bioldgica (BORJA, et al., 2005; MREMA et al.,
2013). Essas caracteristicas os fazem ter uma alta resisténcia a degradacdo, estando passiveis
de bioacumulacéo pelos organismos. Animais de vida longa, em especifico vertebrados, como
os mamiferos marinhos apresentam elevadas concentracGes de compostos organoclorados. Ao
longo da vida, principalmente por meio da dieta, incorporam e acumulam contaminantes em
maior quantidade que sua capacidade de eliminacdo (TANABE, 1988; NEWMAN, 2015).

Ja é conhecido em teias tréficas marinhas a biomagnificacdo dos compostos
organoclorados. Esse processo se caracteriza pelo aumento das concentracfes destas
substancias desde consumidores primarios até os animais de topo de cadeia (GRAY, 2002;
PRINCE et al., 2020). Assim, séo reportadas baixas concentracdes em organismos de menor
nivel tréfico, como zooplancton e concentragdes maiores em animais de maior nivel trofico,
como mamiferos marinhos e humanos (BORGA et al., 2001; KELLY et al., 2007).

Em mamiferos marinhos, devido ao fato de ocuparem elevado nivel tréfico, ter longo
tempo de vida e possuirem espessa camada de gordura, disturbios endocrinos, imunolégicos e
neurolégicos sdo reportados por consequéncia das elevadas concentragdes de POPs
(BELAND et al., 1993; DESFORGES et al., 2016; MURPHY et al., 2018). Efeitos deletérios
no sistema imune puderam ser observados em estudos in vitro com golfinho-nariz-de-garrafa
(Tursiops truncatus), beluga (Delphinapteras leucas) e em foca-do-porto (Phoca vitulina).
Para esses animais, foi evidenciada a diminuicdo da sintese de células do sistema imunoldgico
como, por exemplo, linfécitos incluindo células B, causando problemas nas func¢Ges chave do
sistema adaptativo, como secrecdo de anticorpos em resposta a patdgenos (revisado por
DESFORGES et al., 2016).
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Pelo visto até o momento, os POPs contribuem para a contaminagdo de espécies
marinhas, em especial os cetaceos. Como demonstrado, existe uma grande variedade de
compostos organoclorados, e estes correspondem cada qual com sua especificidade quimica,
assim sendo, serdo abordados separadamente a seguir.

1.1.1 Bifenilas Policloradas (PCBs)

As bifenilas policloradas, em inglés polychlorinated biphenyls “PCB” sdo quimicos
organicos que foram sintetizados unicamente para fins comerciais. Devido a capacidade
dielétrica, estabilidade térmica e quimica, esses compostos foram amplamente utilizados
como isolantes térmicos, fluidos de transferéncia de calor, lubrificantes em transformadores e
capacitores, entre outros equipamentos elétricos, além de tintas, adesivos e plastificantes
(WHO, 1992; ATSDR, 2000; ATSDR, 2014). Tais compostos foram fabricados por quase 50
anos nos Estados Unidos, Alemanha e em outros paises do hemisfério norte, principalmente
entre o inicio da década de 1930 e final da década de 1970. Estima-se que mais de dois
milhdes de toneladas de PCBs tenham sido fabricadas ao longo desses anos (FIEDLER et al.,
2001).

As misturas de PCBs receberam diversas denominacdes, como por exemplo,
“Araclor®” fabricado pela Monsanto nos Estados Unidos e “Clophen®” fabricado pela Bayer
na Alemanha. No Brasil, é conhecido como Askarel® (ATSDR, 2000) e ndo ha registro da
fabricacdo desses produtos nacionalmente, sendo unicamente importados para 0 Uso na
industria. O recebimento desses produtos s foi cessado com a Portaria Interministerial N° 19,
de 2 de janeiro de 1981 (PENTEADO & VAZ, 2001). No entanto, mesmo apds a proibicao da
fabricacdo dos PCBs, estes continuaram sendo inseridos no ambiente. Uma das vias de
entrada é a direta, pelo vazamento de equipamentos que ndao foram substituidos, ou indireta
pela redisponibilizacdo desses compostos no ambiente. Nesse segundo caso, 0os PCBs
volatizam e ficam disponiveis em forma de vapor na atmosfera, com posterior deposicdo em
aguas superficiais e no sedimento (BREIVIK et al., 2004; ATSDR, 2014).

Os PCBs foram formulados a partir da cloragdo de um radical bifenil com a
utilizagdo de catalisadores (p. ex. ferro) e condicdes favoraveis de calor e pressdo (SAFE,
1984). A estrutura dos PCBs é composta de dois anéis aromaticos ou fenil (por isso a

nomeacdo bifenil) com uma ligacdo simples carbono-carbono e até 10 4tomos de cloro, sendo
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que para cada atomo de cloro incorporado na molécula, um atomo de hidrogénio é removido.
Sua formulagédo geral é C12H10.nClyonde n é o nimero de cloros presentes na molécula. As 10
posi¢cdes que podem ser incorporados aos atomos de cloro sdo denominadas pelas posicdes
dos atomos de carbono, sendo: 2, 6, 2’ ¢ 6’ ortho, 3,5,3” ¢ 5’ meta, ¢ 4 ¢ 4’ para (Figura 1)
(SAFE, 1984).

Devido a essa variedade de posicionamentos de cloro na molécula, sdo conhecidos
pelo menos 209 congéneres de PCBs; no entanto, cerca de 130 foram mais utilizados em
misturas comerciais (WHO, 1992). Tais congéneres ndo diferem em estrutura, mas na posi¢éo
e quantidade de atomos de cloro. Assim, a nomenclatura dos PCBs é seguida pelo nimero de
cloros na molécula, como por exemplo: monoclorobifenilicos, moléculas que apresentam
somente um atomo de cloro; diclorobifenilicos, com dois 4&tomos de cloro; triclorobifenilicos
com trés atomos de cloro; e assim sucessivamente até os decaclorobifenilicos com 10 atomos
de cloro (BALLSCHMITER & ZELL, 1992). Sdo chamados de homdlogos os PCBs com 0
mesmo grau de cloragdo (p. ex. diclorobifenilicos com dois d&tomos de cloro) e dentre os
homologos, que diferem nas posi¢es dos atomos de cloro, sdo os chamados de isdmeros
(ATSDR, 2000). Os PCBs sdo pouco soluveis em agua, e isso é determinado principalmente
pelo seu Kow que dentre os congéneres varia de 4,4 a 8,1 e quanto maior o numero de

substituicdes de cloros, menos soluvel € o0 PCB (WHO, 1992).

Figura 1 — Estrutura quimica do composto
PCB 153 com seis atomos de
cloro na molécula.

Fonte: NCBI, 2021.



26

1.1.2 Pesticidas organicos

1.1.2.1 Diclorodifeniltricloroetano (DDT)

O diclorodifeniltricloroetano mais conhecido como DDT e seus derivados € um
pesticida com principal aplicacdo no controle de insetos, tanto na agricultura, quanto em
vetores de doencas (p. ex. malaria e tifo) (ATSDR, 2002). A propriedade inseticida do DDT
foi descoberta em 1939 quando se deu inicio a sua ampla utilizacdo (SPARLING, 2016). Uma
das utilizagOes reportadas do DDT foi em soldados, durante a segunda guerra mundial, a fim
de prevenir o tifo, uma doenca transmitida por mosquitos. Enquanto a utilizacdo deste
quimico era comemorada em relacdo a sua eficicia contra vetores de doencas e como
praguicida em lavouras, a primeira manifestacdo publica sobre as propriedades toxicas do
DDT foi publicada. Rachel Carson em seu livro “Primavera Silenciosa” associou 0 uso
extensivo do DDT e a sua bioacumulagcdo nos organismos com a drastica diminuicdo de aves
nos EUA (CARSON, 1962).

Apos a repercussdo da obra e o entendimento do potencial risco a saide humana, em
1972, o uso DDT foi banido nos EUA. No Brasil, apesar de ser restringido como inseticida
em 1971, a proibicdo da comercializacao, uso e distribuicdo de agrotoxicos organoclorados na
agropecudria ocorreu somente em 1985 com a Portaria n°® 329/85 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1985). Em outros paises, entretanto, 0 uso
de DDT foi proibido somente como inseticida na agricultura, mantendo-o no controle de
vetores como 0 mosquito transmissor da malaria. Por ndo existir outro inseticida eficiente, o
DDT ainda é usado em locais onde ha altos indices de transmisséo da doenca (WHO, 2011).

Quanto a formulacdo quimica geral do DDT, representa-se como C14H9Cls havendo
modificacdes entre os seus derivados e isdmeros (Figura 2). Além do DDT, o DDD também
foi utilizado, mas em menor escala. Levando em conta as diferencas nas posicdes e
quantidade de cloros na molécula de DDT, conformam-se 0s isdmeros que podem ser p.p -
DDT e o.p’- DDT, assim como nos seus metabdlitos; p.p’-DDE, o.p’-DDE, p.p’- DDD e o.p -
DDD (ATSDR, 2002).

Recentemente, foi incluido no Anexo A da Convencdo de Estocolmo o Dicofol, que

€ um pesticida organico usado no controle de acaros em plantacdes de frutas, vegetais e flores.
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O Dicofol é um composto quimico relacionado ao DDT sendo este composto um dos
intermediérios na sua fabricacdo, podendo ainda permanecer na sua composi¢cdo como
impureza (FIT/CETESB, 2020; STOCKHOLM CONVENTION, 2020).

Figura 2 — Estrutura quimica do composto
diclorodifeniltricloroetano
(p.p’- DDT).

Fonte: NCBI, 2021.

1.1.2.2 Hexaclorocicloexano (HCHs)

O Hexaclorocicloexano (HCH) é um inseticida sintético utilizado tanto na agricultura
em frutas, vegetais e culturas florestais, quanto em humanos e outros animais, em casos de
acaros e piolhos (ATSDR, 2005). A mistura de HCH inclui até oito isbmeros, que sao
denominados por letras gregas. Os principais isdbmeros séo o alfa, beta, gama, delta e epsilon
(o, B, v, 0 e & respectivamente). Dentre esses cinco, 0 isbmero que contém componente
inseticida é o gama, mais conhecido pelo nome de Lindano (Figura 3). Nas formulacdes de
HCH os isbmeros que estdo em maior quantidade sdo respectivamente: alfa 60-70%, beta 5-
12%, gama 10-12%, delta 6-10% e épsilon 3-4% com pequenas porcentagens dos demais
isdbmeros (ATSDR, 2005).

A fabricacdo de misturas técnicas de HCH foi banida nos EUA em 1976, mas
continuou sendo importado de outros paises. Uma das condi¢des impostas pela Organizagdo

Mundial da Saude (OMS) para a fabricacéo e uso do Lindano, era que o composto deveria ter
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99% de pureza, apenas com o isdmero gama. No entanto, para a formulagdo de uma tonelada
de Lindano, séo produzidas entre 6 a 10 toneladas de residuos dos outros isdmeros (WHO,
1991). No Brasil o Lindano foi banido no uso na agricultura pela Portaria N° 11 de 08 de
janeiro de 1998, entretanto, continua sendo utilizado na preservacdo de madeiras (ANVISA,
2015). H& o caso da Cidade dos Meninos, na regido de Duque de Caxias, no Estado do Rio de
Janeiro, onde uma antiga fabrica de pesticidas foi desativada, deixando uma grande
quantidade de residuos toxicos a céu aberto, tanto de Lindano, como também de DDT
(HERCULANO, 2002; OLIVEIRA, 2008).

Os HCHs apresentam uma alta volatilidade, por serem compostos relativamente leves
com Kow de 3.7 (SPARLING, 2016). Em comparagdo com outros pesticidas organicos o
HCH pode ser mais solivel em &gua e por esta caracteristica, tende a ter uma maior
evaporacdo, podendo entdo, ser transportado por longas distancias.

Figura 3 — Estrutura quimica C¢HsCLs do -
HCH ou Lindano.

Fonte: NCBI, 2021.

1.1.2.3 Hexaclorobenzeno (HCB)

O hexaclorobenzeno (HCB) € um produto quimico sélido cristalino, atualmente
oriundo de impurezas da formulacdo de compostos organicos como, por exemplo, o
pentaclorofenol, bem como também da emissdo de forma ndo intencional a partir da queima
de outros compostos organoclorados (BAILEY, 2001; GONG et al., 2017). Sua fabricacdo
nos EUA cessou na década de 1970, e até 1984 era utilizado com fungicida em sementes de
cebola, trigo e outros graos (WHO, 1997; IARC, 2001). O HCB também foi utilizado em
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composi¢des pirotécnicas para fins militares, fabricacdo de corantes e conservantes de
madeira (ATSDR, 2015). O Kow é de log 5.7, caracterizando o composto como insoltvel em
agua, e com afinidade em gorduras, estando passivel a bioacumulagdo nos organismos. O
HCB tem alta toxicidade no figado e pode acarretar problemas hormonais relacionados a
reproducdo e crescimento, além de potencial carcinogénico (IARC, 2001; STAREK-
SWIECHOWICZ et al., 2017) (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura quimica (CeCls) do
hexaclorobenzeno (HCB).

Fonte: NCBI, 2021.

1.1.2.4 Mirex

O Mirex é um composto sintético produzido a partir da dimerizacdo do
hexaclorociclopentadieno com o uso de cloreto de aluminio como catalizador (SITTIG, 1980)
(Figura 5). Um dos nomes comerciais mais conhecidos para o0 Mirex € o Dechlorane®
fabricado pela Allied Chemical Company e introduzido primariamente nos EUA em 1959 para
uso em formulacdes pesticidas, como também na indUstria em retardantes de chamas,
principalmente em plasticos, tinta e eletrénicos (ATSDR, 1995).

Na década de 1960 foi amplamente utilizado no controle de formigas de fogo em
plantagdes, vindo a ser banido em 1978. No entanto, continuou sendo utilizado enquanto
ainda havia estoque. A relacdo n-octanol-4gua do Mirex é de 6,9 (SPARLING, 2016),
indicando que o composto tem alta afinidade por tecidos gordurosos e 6leos. No Brasil, a

importacdo e uso do Mirex foi proibido em 1985 para uso agropecuério, mas s6 em 1993 foi
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proibido para uso como formicida (BORTOLETO, 1993). Apos a proibicdo, o Mirex foi
substituido nas formulagdes por sulfluramida e é vendido no Brasil como Mirex-S® (MMA,
2015).

Figura 5 — Estrutura quimica (C10Ci2) do Mirex.

Fonte: NCBI, 2021.

1.2 O boto-cinza Sotalia guianensis (Van Bénéden, 1864)

O género Sotalia engloba duas espécies de pequenos cetaceos pertencentes a familia
Delphinidae. O tucuxi (Sotalia fluviatilis) de habito fluvial e o boto-cinza (Sotalia guianensis)
de habito marinho (CUNHA et al., 2005; CABALLERO et al., 2007). O boto-cinza é uma
espécie com distribuicéo restrita as aguas do Oceano Atlantico Sul Ocidental, e ocorre desde a
Baia norte de Floriandpolis, no Estado de Santa Catarina (27°35°S; 48°34°W) (SIMOES-
LOPES, 1988), sul do Brasil até La Mosquitia, em Honduras (14°00°N; 83°20°0)
(EDWARDS & SCHNELL, 2001) na América Central. A espécie é caracterizada por sua
ocupacdo costeira e utiliza principalmente baias, estuarios e areas protegidas, apresenta habito
gregario e grande fidelidade de sitio (AZEVEDO et al., 2007; ROSSI-SANTOS et al., 2007;
NERY et al., 2008).

O boto-cinza € a menor espécie dentre os delfinideos, atingindo no maximo 220 cm
de comprimento. Apresenta coloragdo na regido dorsal, desde o cinza claro, ao cinza escuro e

na regido ventral, cinza claro ou branco, podendo ser levemente rosado. Seu rostro é alongado
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com 30-36 pares de dentes (BASTIDA et al., 2018) e a nadadeira dorsal é pequena e
triangular (Figura 6) (FLORES & DA SILVA, 2002).

No Estado do Rio de Janeiro existem trés populagdes distintas de botos-cinza, que
apresentam grande fidelidade de sitio. Na Baia de Sepetiba, a populacdo de botos-cinza é de
aproximadamente 1043 individuos. J& na Baia da llha Grande a populacdo é estimada em
1469 individuos (QUINTANA, 2020). A menor populacdo esta a da Baia de Guanabara, com
estimativa de aproximadamente 40 individuos em 2015 (AZEVEDO et al., 2017).

Figura 6 — Fémea e filhote de boto-cinza (Sotalia guianensis) na Baia de Sepetiba.

Fonte: MAQUA/UERJ.

Para os individuos da Baia de Sepetiba no sul do Estado do Rio de Janeiro, foi
estimado que a maturidade sexual das fémeas € atingida aos 6,5 anos de idade, com
comprimento total entre 171 e 176 cm, e para 0s machos aos 7,3 anos de idade, com
comprimento total de 183 a 188 cm. A gestacdo é estimada em 12 meses e os filhotes nascem
com aproximadamente 96 cm de comprimento (SANTOS-NETO, 2017). Em relacdo a
longevidade da espécie, os individuos podem alcangar entre 30 e 35 anos de idade (FLORES
& DA SILVA, 2002).

Durante a vida, a espécie € principalmente piscivora alimentando-se de clupeideos e
cianideos, e alimenta-se em menor nimero de cefalopodes e alguns crustaceos como
camardes e caranguejos (FLORES & DA SILVA, 2002; ARAUJO, 2012). A dieta do boto-
cinza na regido da Baia de Sepetiba é composta por uma grande variedade de presas, sendo as

mais importantes 0s peixes sardinha-boca-torta (Cetengraulis edentulus), corvina
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(Micropogonias furnieri), tainha (Mugil spp.), palombeta (Chloroscombrus chrysurus), goete
(Cynoscion jamaicensis), cangoa (Stellifer sp.) e o cangatd (Sciadeichthys luniscutis)
(ARAUJO, 2012). O cefalopode mais importante predado pelo boto-cinza ¢ a lula
(Doryteuthis plei) (ARAUJO, 2012).

O boto-cinza por se tratar de um delfinideo costeiro, é fortemente impactado por
distirbios ambientais. Perda de habitat (REEVES, 2003), polui¢cdo quimica (LAILSON-
BRITO et al,, 2010; BISI et al., 2012; SANTOS-NETO et al., 2014), poluicdo sonora
(ANDRADE et al., 2015; BITTENCOURT et al., 2016) e interacbes com atividades
pesqueiras (FLACH, 2015) sdo alguns dos impactos que a espécie esta exposta. Pela
International Union for Conservation of Nature's (IUCN) o boto-cinza é classificado como
“quase ameacado” (SECCHI, 2018), ja pelo livro vermelho da fauna brasileira ameacada de
extincdo do ICMBIo a espécie é classificada como vulneravel (ICMBIO, 2016).

No Brasil as pesquisas sobre a contaminacdo por compostos organoclorados (COs)
em botos-cinza se restringem a regido sul e sudeste do pais, principalmente nos Estados do
Parana, Sao Paulo e Rio de Janeiro (LAILSON-BRITO et al., 2010; YOGUI et al., 2003,
KAJIWARA et al., 2004) com um unico trabalho na regido nordeste (SANTOS-NETO et al.,
2012). Em 26 botos-cinza coletados na regido norte do Estado do Parana e sul do Estado de
S&o Paulo as maiores concentragfes de compostos organoclorados foram PCBs e dos DDTs
apresentando valores maximos de 79.000 e 150.000 ng.g' de peso lipidico (PL)
respectivamente (KAJIWARA et al., 2004). Ja para a regido da Baia de Paranagua no Estado
do Parana, um estudo com 15 individuos demonstrou concentragdes menores, de 14.333ng.g™*
PL de PCBs e 23.555ng.g* PL de DDTs (LAILSON-BRITO et al., 2010).

Para o Estado do Rio de Janeiro os estudos sdo direcionados as regifes das baias de
Guanabara, Sepetiba e Ilha Grande, que abrangem trés populacdes distintas de botos-cinza,
divergindo tanto acusticamente, geneticamente e espacialmente (ANDRADE, 2010;
HOLLATZ et al, 2011; BISI et al., 2013). Vidal (2010) verificou através da analise de
compostos organoclorados em individuos encalhados e capturados incidentalmente em redes
de pesca, que as populacBes da Baia de Sepetiba e Guanabara apresentam padrées distintos de
acumulacdo, assim, como também os individuos das Baias de Sepetiba e Ilha Grande. Tais
baias apresentam diferentes estados de conservacdo e consequentemente de contaminagéo
ambiental. Os botos-cinza residentes da Baia de Guanabara apresentam as maiores
concentracdes de compostos organoclorados, seguido pelos individuos da Baia de Sepetiba, e
por ultimo os individuos da Baia da Ilha Grande (TORRES et al., 2006; LAILSON-BRITO et
al., 2010).
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1.3 Morbilivirus dos cetaceos e o boto-cinza

Eventos de mortalidade em massa tém sido registrados em populacGes de cetaceos ao
redor do mundo (MOORE et al, 2018), sendo parte desses eventos ocasionada por surtos de
infeccdo pelo morbilivirus (VAN BRESSEM et al., 2014). O morbilivirus dos cetaceos
CeMV (familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus) € causador de uma doenca infecciosa
com alto potencial contagioso entre esses animais, transmitido principalmente pelas vias
respiratérias (JO et al., 2018). O morbilivirus é bem conhecido no que diz respeito as cepas
isoladas de golfinho-do-porto, Phocoena phocoena (PMV — porpoise morbillivirus), de
golfinhos-listrados, Stenella coeruleoalba (DMV — dolphin morbillivirus) e de baleias-piloto-
de-nadadeira-longas, Globicephala melas (PWMYV — pilot whale morbillivirus) (revisado por
VAN BRESSEM et al., 2009). Em 2010 foi registrada a morte de um boto-cinza, na regido de
Guriri (Espirito Santo/Brasil) onde foi evidenciada uma nova cepa de morbilivirus especifica
do boto-cinza (GD-MV guiana dolphin morbillivirus) (GROCH et al., 2014).

As populagdes residentes de botos-cinza das baias da Ilha Grande e de Sepetiba, no
final do ano de 2017 e inicio do ano de 2018, passaram pelo primeiro evento de mortalidade
atipica (EMA) causada pela cepa especifica de GDMV no Oceano Atlantico Sul (GROCH et
al., 2018; CUNHA et al., 2020 — no prelo). Nesse evento, 0 virus atingiu primeiramente a
populacdo da Baia da Ilha Grande, em que uma parcela de 6% da populacdo veio a 6bito. Em
seguida, o virus se espalhou para a populacdo da Baia de Sepetiba, onde um contingente
maior de individuos morreu, chegando a aproximadamente 23% da populacédo, totalizando
entre as duas regides, pelo menos, 277 mortes (CUNHA et al., 2020 — no prelo). Na maioria
dos individuos encontrados mortos durante o periodo de surto de morbilivirose, os achados
macroscopicos evidenciavam pneumonia verminosa, edema pulmonar e lesdes cutaneas
(GROCH et al., 2018; DIAZ-DELGADO et al., 2019; GROCH et al., 2020).

Doencas infeciosas, como o CeMV, apresentam uma maior taxa de viruléncia em
individuos da populacdo que estdo imunologicamente debilitados (ROSS, 2002; VAN
BRESSEM et al., 2014). Animais expostos a diversos tipos de estressores ambientais,
principalmente contaminantes, podem apresentar distdrbios no funcionamento do sistema
imunolégico relacionados a proliferacdo celular, fagocitose, entre outros (DESFORGES et al.,
2016). Assim, diversos estudos vém tentando relacionar a infeccdo do morbilivirus dos
cetaceos, com o0s altos niveis de contaminantes ambientais (KANNAN et al., 1993;
AGUILAR & BORRELL, 1994; MAZZARIOL et al., 2012).
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2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo caracterizar a bioacumulagdo de compostos

organoclorados (PCBs, DDTs, HCHs, HCB e Mirex) em tecido adiposo subcuténeo de botos-

cinza, Sotalia guianensis, durante um evento recente de mortalidade atipica associado ao

morbilivirus dos cetaceos na Baia de Sepetiba, Rio de Janeiro, Brasil:

2.2 Objetivos especificos

b)

d)

Verificar a influéncia do morbilivirus dos cetadceos na acumulacdo e no
perfil dos compostos organoclorados em tecido adiposo subcutdneo de
botos-cinza, (Sotalia guianensis) em individuos encalhados antes, durante e

pos o evento de mortalidade atipica (EMA) na Baia de Sepetiba;

comparar a acumulacdo de compostos organoclorados em tecido adiposo
subcutaneo de botos-cinza (Sotalia guianensis) da Baia de Sepetiba em

relacdo ao sexo e maturidade sexual;

verificar a influéncia da idade e sexo dos individuos de boto-cinza (Sotalia

guianensis) na acumulacdo dos compostos organoclorados;

averiguar a transferéncia placentaria e lactacional de compostos
organoclorados de fémeas para fetos e neonatos de botos-cinza (Sotalia

guianensis) da Baia de Sepetiba;
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e) verificar a variacdo temporal nas concentracbes de compostos
organoclorados entre os anos de 2007-2019 em individuos de botos-cinza
da Baia de Sepetiba, Rio de Janeiro, Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

A Baia de Sepetiba (22°54° — 23°04°S; 43°34° — 44°10°0) est4 localizada na regido
sul da cidade do Rio de Janeiro, é um corpo d’agua semifechado com 520 km? e perimetro de
aproximadamente 170 km. Apresenta profundidade que varia entre dois e 12 metros, com
excecdo do canal central que tem profundidade acima de 30 metros (SEMADS, 2001). A baia
é isolada do mar ao sul pela Restinga da Marambaia, um corddo de areia com 40 km de
extensdo e 5 metros de largura, e a oeste pela Ilha Grande. Os principais canais de ligacao
com o mar séo: o canal central, localizado entre a Ponta Grossa na Ilha da Marambaia e a
Ponta dos Castelhanos, na Ilha Grande; o canal entre o continente e as ilhas de Jaguanum e

Itacuruca; e o canal na Barra de Guaratiba, no final da Restinga da Marambaia.

Com 49 ilhas e ilhotas, a Baia de Sepetiba pode ser dividida em duas principais
regides: interna, a leste, e externa, a oeste. A ilha de Jaguanum estéa localizada no meio da baia
e delimita essas areas (PESSANHA & ARAUJO, 2003). Tais regides apresentam diferencas
em suas caracteristicas, principalmente em virtude da circulacdo da agua e sedimento. A
regido externa apresenta maior circulacdo em consequéncia a maior proximidade com o
Oceano Atlantico e possui sedimento principalmente arenoso. Ja na regido interna, onde a
circulacdo de agua do mar e tem um grande aporte dos rios que desembocam na baia, o
sedimento é predominantemente lamoso (FEEMA, 2006; TUBBS-FILHO et al., 2012). O
tempo de residéncia e renovacdo da agua na baia € de aproximadamente 4 dias, sendo o
regime de marés o principal fator para a circulacdo das aguas, assim como 0s ventos e a

descarga dos rios que compdem a bacia de drenagem da Baia de Sepetiba (SEMADS, 2001).

Fazem parte da bacia da Baia de Sepetiba diversos rios que drenam efluentes de pelo
menos 12 cidades gque estdo integralmente ou ndo na area da bacia. Essas cidades sdo: Itaguai,
Japeri, Mangaratiba, Miguel Pereira, Nova Iguacu, Queimados, Rio Claro, Seropédica, Pirali,
Paracambi, Engenheiro Paulo de Frontin, e Rio de Janeiro. O Rio Guandu e o canal de S&o
Francisco sdo os principais provedores de aguas fluviais para Baia de Sepetiba. Em 1950
quando houve a transposi¢do do Rio Paraiba do Sul (SEMADS, 2001; MACEDO, 2004),
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diversas modificacbes foram observadas na Baia de Sepetiba, como por exemplo, o
assoreamento da Praia de Sepetiba (MONTEZUMA, 2007), isso pelo aumento do fluxo de
agua e o aporte de sedimentos na regidao (MOLISANI et al., 2006).

A partir da década de 1970, com o aumento industrial e com o desenvolvimento
portuario, os impactos ambientais se intensificaram, principalmente em relacdo a
contaminacgdo do meio abiotico e biético (MOLISANI et al, 2004; FERREIRA et al., 2010). O
censo realizado pelo IBGE em 2010 contabilizou pelo menos sete milhdes de habitantes nos
municipios que fazem parte da bacia de drenagem da Baia de Sepetiba (IBGE, 2013) e as
principais atividades econdmicas dessa regido sdo o comércio, indistrias e agropecuaria
(SEMADS, 2001). Estudos relatam elevadas concentragdes de contaminantes como metais
pesados (ROCHA et al., 2010; MOREIRA, 2015), e também compostos organoclorados
(LAILSON-BRITO et al., 2010; ROCHA et al., 2010; FERREIRA et al., 2010; FERREIRA,
2012; FERREIRA & WERMELINGER, 2013) na &gua, sedimento, peixes, aves e mamiferos
marinhos. Galvdo e colaboradores (2014) observaram a presenca de compostos
organoclorados em diferentes matrizes na Baia de Sepetiba, desde sélidos em suspenséo,
sedimento e em invertebrados filtradores. Tal estudo indica que a contaminacdo pelos
compostos organoclorados esta presente na base da teia trofica, o que pode vir a ser um grave

problema para animais de elevado nivel trofico como o boto-cinza.

3.2 Amostragem

A amostragem do presente estudo foi realizada a partir da coleta de 85 individuos de
botos-cinza, Sotalia guianensis, encontrados encalhados ou boiados na regido da Baia de
Sepetiba, Rio de Janeiro, Sudeste do Brasil entre os anos de 2011 e 2019 (Tabela 1; Figura 7).
Assim que recolhidos, foram levados para realizacdo da necropsia no Laboratério de
Mamiferos Aquaticos ¢ Bioindicadores “Prof* Izabel M.G. do N. Gurgel” (MAQUA/UERYJ).
Os individuos foram fotografados e medidos externamente para obtencdo do comprimento
total (CT). As amostras foram coletadas de animais em estagio de decomposicdo Code 2
(morte recente) e Code 3 (decomposi¢cdo moderada) (GERACI & LOUNSBURY, 2005). O

sexo dos botos-cinza foi determinado por meio da analise das gbnadas durante as necropsias.
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Os dados dos anos de 2007-2008 que fazem parte das analises de variacdo temporal
foram utilizados de Vidal (2010). E importante ressaltar que a preparacio e analise dos

compostos organoclorados seguiram 0os mesmos protocolos do presente estudo.

As amostras de tecido adiposo subcutaneo, para a analise de compostos
organoclorados, foram coletadas com uso de bisturi de aco inoxidavel. O tecido, contendo o
tamanho de aproximadamente 5x5 cm foi retirado da regido logo baixo da nadadeira dorsal,
na lateral esquerda dos individuos. Apos coletadas, as amostras foram envoltas em papel
aluminio e acondicionadas a -20°C em freezer, até 0 momento da analise. Para a estimativa de
idade dos botos-cinza, foram coletados aproximadamente 5 dentes da mandibula esquerda.
Foram escolhidos os dentes mais retilineos e menos gastos, a fim de minimizar erros na
analise (DIETZ et al., 1991). Os dentes foram macerados em agua para retirada do tecido
mole e armazenados em sacos ziplock até 0 momento da analise.

Tabela 1- Botos-cinza (Sotalia guianensis) coletados entre os anos de 2011 e 2019 na Baia de
Sepetiba, Brasil. (Continua)

ID Code Ano Sexo ID Code Ano Sexo

Sg#tla 3 2011 F Sg#44 2 2017 F
Sg#2a* 2 2011 M Sg#45 3 2017 M
Sg#3 3 2014 M Sg#46 3 2017 F
Sg#4 3 2014 F Sg#47 2 2017 M
Sg#5 3 2014 M Sg#48 2 2017 M
Sg#6 3 2014 M Sg#49 3 2017 M
Sg#7 2 2014 M Sg#50* 2 2017 M
Sg#8 2 2014 F Sg#51 3 2017 F
Sg#9 3 2014 M Sg#52 2 2017 F
Sg#10 2 2014 F Sg#53 3 2017 F
Sg#11 2 2014 F Sg#54 3 2017 M
Sg#12 3 2014 F Sg#55 3 2017 M
Sg#13b 2 2014 F Sg#56 3 2017 F
Sg#14b* 2 2014 F Sg#57 3 2017 M
Sg#15 3 2014 F Sg#58 3 2017 F
Sg#16 2 2014 M Sg#59 2 2017 M
Sg#17 3 2014 M Sg#60 3 2017 M
Sg#18 3 2014 F Sg#61 3 2017 F
Sg#19 3 2014 M Sg#62 3 2017 M
Sg#20 3 2014 F Sg#63 3 2017 M
Sg#21 3 2014 M Sg#64 3 2017 M
Sg#22 3 2014 M Sg#65 3 2017 M
Sg#23 3 2014 M Sg#66 3 2017 F
Sg#24 3 2014 M Sg#67 3 2017 F
Sg#25 3 2014 M Sg#68 3 2018 F



Tabela 1- Botos-cinza (Sotalia guianensis) coletados entre os anos de 2011 e 2019 na Baia de
Sepetiba, Brasil. (Concluséao)

ID Code Ano Sexo ID Code Ano Sexo
Sg#26 3 2014 F Sg#69 3 2018 M
Sg#27 3 2014 M Sg#70 2 2018 F
Sg#28 3 2015 F Sg#71 2 2018 F
Sg#29 3 2015 F Sg#72 3 2018 F
Sg#30 2 2015 M Sg#73 2 2018 F

Sg#31c 3 2015 F Sg#74 2 2018 F

Sg#32c* 2 2015 M Sg#75 2 2018 F
Sg#33d 3 2015 F Sg#76 2 2018 M

Sg#34d* 2 2015 F Sg#77 3 2018 F
Sg#35 2 2016 M Sg#78 2 2018 M
Sg#36 2 2016 M Sg#79 3 2018 F
Sg#37 2 2016 M Sg#80 3 2018 F
Sg#38 2 2017 F Sg#81 3 2018 M
Sg#39 3 2017 F Sg#82 3 2018 M
Sg#40 3 2017 F Sg#83 3 2018 M
Sg#41 3 2017 M Sg#84 2 2018 M
Sg#42 3 2017 M Sg#85 2 2019 F
Sg#43 3 2017 F

Legenda: (ID) Identificacdo, (Code) Codigo de decomposicdo, ano de coleta e sexo (F) fémeas
e (M) machos. Letras iguais correspondem a maes e fetos. Fetos identificados com *

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 7 — Mapa do local de encalhe dos botos-cinza da Baia de Sepetiba analisados no presente estudo.
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Fonte: A autora, 2020.

3.3 Estimativa de idade e maturidade sexual

A idade de 80 individuos amostrados foi estimada por meio da contagem dos grupos
de camadas de crescimento (Growth Layer Groups, GLGs) presentes na dentina dos dentes
(DIETZ et al., 1991;). Para cada individuo, foi selecionado preferencialmente o dente central
da mandibula inferior esquerda, para ser cortado em sua regido central, desde a base até o
apice, utilizando-se serra metalografica de baixa rotacdo (Buehler®) com lamina de borda
diamantada série 15HC. Este segmento foi imerso em formol 10% por 6 horas e, em seguida,
lavado em &gua corrente, para posterior imersdo em descalcificador comercial RDO®© por
mais 6 horas. Apods a descalcifica¢ao, o dente foi cortado em laminas com 25 um de espessura
utilizando micr6tomo de deslizamento (Leica SM2000) conectado a um sistema de
congelamento (Physitemp®). Os cortes foram corados com hematoxilina de Mayer, ap0s
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intensificacdo da cor por meio da imersdo em aménia diluida, e imersdo em glicerina para
fixacdo e montagem em laminas histologicas. Estas foram observadas e fotografadas em
microscopio éptico sob aumento de 40x (Olympus) para que identificagdo e contagem das
GLGs (Figura 8). O processo de contagem das GLGs foi realizado por dois leitores
independentes, de maneira a obter a idade estimada de cada individuo. Quando ocorreu
divergéncia entre a contagem dos dois leitores, um terceiro leitor realizou a leituras das
GLGs.

Figura 8 — Corte histolégico de dente de boto-cinza
(Sotalia guianensis) com as principais
estruturas utilizadas para a leitura da
idade.

Esmalte

Dentina pré-natal

Coroa
Linha neonatal
Dentina pos-nat
Cingulo
Cavidade pulpar
Raiz

Fonte: A autora, 2020.

A maturidade sexual de parte dos individuos (#Sgl - #Sg38) do presente estudo foi
determinada a partir da analise histoldgica das gbnadas dos machos, e analise visual das
gbnadas das fémeas (Santos-Neto, 2017). Ja para os individuos restantes (#Sg39 - #Sg85) a
maturidade sexual foi realizada com anélise visual das gdnadas. Os animais que ndo foram
determinados com analise visual seguiram as estimativas de Santos-Neto (2017) onde a

maturidade sexual estimada para os botos-cinza residentes da Baia de Sepetiba é de 7,3 anos
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(comprimento total entre 171 e 176 cm) para 0s machos, e 6,5 anos (comprimento total entre

183 e 188 cm) para as fémeas.

3.4 Anélise dos compostos organoclorados

3.4.1 Descontaminacdo da vidaria e reagentes

Toda vidraria utilizada no presente estudo foi previamente descontaminada a fim de
ndo haver interferentes quimicos na analise. As vidrarias foram lavadas com detergente
neutro, enxaguadas em agua corrente e rinsadas com &gua destilada. As vidrarias nao
volumétricas foram colocadas em formo mufla (Jung, modelo 010) com rampa de
aquecimento do forno de 10°C por minuto, com temperatura final de 450°C e ciclo de 6 horas.
Ja as vidrarias volumétricas foram deixadas em banho com Extran neutro (20%) por 48 horas.
Assim que retiradas do banho e enxaguadas com agua destilada, foram, por fim, rinsadas com
acetona e mistura 1:1 de diclorometano e n-hexano e deixadas em temperatura ambiente até
secar. Todo material apos descontaminacdo foi envolto em papel aluminio. Assim como as
vidrarias ndo volumétricas, o sulfato de sodio anidro foi descontaminado em forno mufla com
a mesma rampa de aquecimento. Os filtros de papel utilizados na extracdo foram
descontaminados com mistura 1:1 de diclorometano e n-hexano durante 8 horas em sistema

soxhlet.
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3.4.2 Pureza dos reagentes e gases

Os reagentes utilizados no presente estudo apresentavam alto grau de pureza a fim de
minimizar a contaminagdo. Acetona P.A. (C3HsO) - Tedia ®, n-Hexano HPLC e P.A. (CsH14)
- Tedia®, Merck® e JTBaker®, Diclorometano HPLC e P.A. (CH2C)2) - Tedia ® e Merck ®.
Sulfato de Sodio Anidro P.A. (Na2SO.) Biograde e Acido sulfurico (H2SOs) - Tedia ® e
Merck®. Os gases utilizados (Nitrogénio e Hidrogénio) apresentavam grau de pureza de
99,9%.

3.4.3 Certificacdo da metodologia

A validacdo da metodologia foi feita a partir de padrdo certificado de tecido adiposo
de baleia-piloto (SRM 1945, do National Institute of Standards and Technology — NIST) com
critérios baseado em Wade & Cantillo (1994) aceitando concentracdes entre 65% e 135% das
recuperacgdes dos padrdes internos (P1) (PCB 103 + PCB 198). As recuperacfes para cada um

dos compostos analisados estdo dispostas na Tabela 2.

Tabela 2 — Compostos organoclorados validados e respectivas taxas de recuperagao.

Composto  Recuperagdo Composto Recuperacdo  Composto  Recuperacdo Composto Recuperacéo

HCB 76,36 Mirex 105,99 PCB 141 111,66 PCB 199 119,03
a - HCH 71,04 PCB 8 70,65 PCB 138 125,16 PCB 195 131,79
B-HCH 70,05 PCB 28 68,89 PCB 158 108,31 PCB 194 131,32
vy - HCH 99,47 PCB 44 101,81 PCB 187 103,58 PCB 206 104,26
d-HCH 70,98 PCB 101 105,94 PCB 183 84,36 PCB 209 116,92
p.p' - DDE 67,02 PCB 151 105,04 PCB 177 107
p.p' - DDD 83,06 PCB 118 109,7 PCB 180 109,83
p.p' - DDT 124,14 PCB 153 90,89 PCB 170 116,93

Fonte: A autora, 2020.
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Para o presente estudo foram validados 21 congéneres de PCBs (8, 28, 44, 101, 118,
151, 153, 141, 138, 158, 187, 183, 177, 180, 170, 199, 203, 195, 194, 206 e 209), trés
isdmeros de DDT (p,p’ - DDT, p,p- DDD, p,p’ - DDE), quatro isdmeros de HCH (a-HCH, -
HCH, y-HCH e 8-HCH), HCB e Mirex.

3.4.4 Limite de deteccdo instrumental

O limite de deteccdo do equipamento foi calculado a partir do desvio padréo
multiplicado por trés de cinco injecdes do ponto de 80 ng/mL da curva analitica (item 3.4.9).
Os valores do limite de deteccdo instrumental estdo dispostos na tabela 3. J& o limite de
deteccdo do método para quantificacdo das amostras foi realizado a partir do limite de

deteccdo instrumental dividido pelo peso lipidico médio das amostras (0,24).

Tabela 3— Limite de deteccdo instrumental expresso em ng/mL e limite de deteccdo do método para os
compostos organoclorados expresso em ng/g.

Composto LDl LDM Composto LDI LDM  Composto LDI LDM Composto LDI LDM

HCB 033 1,37 Mirex 052 216 PCB 141 0,48 2,00 PCB199 0,6 2,50
a-HCH 0,48 2,00 PCB 8 2,2 9,16 PCB 138 0,6 2,50 PCB 19 1,07 4,45
B-HCH 046 191 PCB28 037 154 PCB 158 05 233 PCB1% 1,68 2,83
y-HCH 043 179 PCB44 0,4 1,66 PCB 187 039 162 PCB 206 1,15 4,79
6-HCH 0,40 166 PCB101 0,28 1,16 PCB 183 0,44 183 PCB 209 1,08 4,50

pp-DDE 0,29 1,20 PCB151 0,28 1,16 PCB 177 05 229
pp-DDD 0,89 3,70 PCB118 031 1,29 PCB 180 069 287
pp-DDT 0,32 1,33 PCB153 05 229 PCB 170 0,98 4,08

Legenda: (LDI) Limite de detec¢do instrumental, (LDM) Limite de deteccdo do método.
Fonte: A autora, 2020.
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3.4.5 Solucdo padrdo dos compostos organoclorados

As solucbes padrdo utilizadas no presente trabalho foram adquiridas do laborat6rio
Internacional AccuStandard®. A solucdo para os compostos organoclorados pesticidas foi a
Pesticide Mix e foi utilizada como padrdo para os pesticidas p,p’ - DDT, p,p’- DDD, p,p’ -
DDE, a-HCH, B-HCH, y-HCH e 8-HCH, HCB e Mirex. Ja para os PCBs foram utilizados
dois padrdes, o WHO/NIST/NOAA Congener List para os congéneres de PCBs (8, 28, 44, 101,
118, 138, 153, 170, 180, 187, 195, 206 e 209) e o PCB Congener Mix for West Coast Fish
Studies para os congéneres (PCB 151, 141, 158, 177, 194, 199, 183).

Os padroes internos utilizados foram o PCB 198 (2,2°,3,3°,4,5,5°,6-
Octachlorobiphenyl Individual Congener, com 100% de pureza), PCB 103 (2,2°,4,5°6-
Pentachlorobiphenyl Individual Congener, com 100% de pureza) e o0 TCMX (Surrogate
Standard Mix, com 96% de pureza). Todas as amostras no momento da extracdo foram
fortificadas com 100 ng/mL de PI (PCB 103 + PCB 198) e no fim da analise, com 0 mesmo
volume final de TCMX. No presente trabalho as recuperac6es aceitas foram do Pl entre 70%

e 130%, sendo a média das amostras de 93.47% + 8.03.

3.4.6 Extracéo

O procedimento analitico usado para a determinacdo de compostos organoclorados
foi uma adaptacdo do método sugerido por Lailson-Brito (2010) e Santos-Neto (2014). Uma
aliquota de aproximadamente 0,59 de tecido adiposo subcutaneo foi homogeneizada
utilizando gral e pistilo com 3,0g de sulfato de sodio anidro (NO2SQO4) e transferido para um
filtro de papel previamente descontaminado. Em seguida, foi adicionado padrdo interno de
PCB 103 e PCB 198 (100 ng/mL), que seguiu para extracdo continua em soxhlet com 100ml
de n-hexano e diclorometano 1:1 por 8 horas. Apos a extracdo, o volume total foi transferido

para um baldo volumétrico de 100mL e avolumado com mistura de diclorometano e n-hexano
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1:1 e homogeneizado. 5mL do extrato foi retirado para a determina¢do do contetdo lipidico
(Item 3.4.10).

3.4.7 Purificacdo do extrato

O extrato foi concentrado em sistema de rota-evaporagdo, a fim de diminuir o
volume da amostra, para em seguida adi¢do de 5mL de acido sulfarico (H2SOa4). Por 5min foi
realizada a agitacdo manual do extrato e este foi centrifugado por 1 hora a 2800 rpm até a
separacdo das fases. A fase hexanica foi retirada e adicionado 3mL de n-hexano e repetido o
processo de agitacdo e centrifugacdo. Apos a lavagem com n-hexano, o extrato foi reduzido
em fluxo de nitrogénio e transferido para um vial e adicionado 1000uL de padréo interno
TCMX.

3.4.8 CondicOes cromatograficas, integracdo e guantificacdo dos analitos

A determinacdo das concentrac6es foi realizada em um cromatdgrafo de fase gasosa
(Agilent Technologies 7890) com detector de captura de elétrons NI® e injetor automatico
(Agilent Techlonogies 7683B). A temperatura do injetor e detector foi de 280°C e 320°C
respectivamente. Foi usada uma coluna capilar de silica fusionada DB-5 (Agilent
Technologies, 30m x 0,25 id.mm e espessura de filme de 1um). A temperatura da coluna foi
programada para comecar em 70°C por 1 min, aumentou em uma taxa de 40°C por minuto até
chegar a 170°C, posteriormente a taxa de aquecimento foi de 1,5°C por min até chegar em
240°C, e por ultimo a temperatura aumentou em uma taxa de 15°C por min até chegar em

300°C. Foram injetados 2pL de amostra com o injetor operando sem divisdo de fluxo
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(splitless) por 30 segundos. Hidrogénio (99,999% de pureza) foi utilizado como gas carreador

a 13 psi, e nitrogénio como gés auxiliar.

Para aquisicdo, integracdo e calculo dos dados foi utilizado o software Ezchrom
3.2.1. A identificacdo dos compostos foi realizada a partir dos tempos de retencédo
reconhecidos das solugdes padrdo. Ja a quantificacdo foi realizada a partir da area dos picos
corrigidos pela area do Pl (PCB 103). Brancos analiticos foram analisados junto com cada
bateria de amostras, e os valores subtraidos do valor dos compostos na quantificagdo. A

recuperacgdo aceita para os brancos foi a mesma que para as amostras, de 70% a 130% do PI.

A confirmacdo dos picos de cada composto foi realizada a partir da injecdo de
amostras de individuos imaturos e maturos sexualmente de cada sexo em Cromatdgrafo de
Fase Gasosa (Agilent Technologies modelo 6890) acoplado a espectrometro de massas
(Agilent Technologies modelo 5975), com injetor automatico (Agilent Technologies modelo
7683B) e analisador Quadrupolo no modo impacto de elétrons (IE). A fonte operou em modo
SIM (Selected lon Monitoring) e 0 método Scan foi utilizado para detec¢do dos compostos a
fim de monitorar os ions primarios e secundarios de cada molecula preferencial dos

compostos organoclorados.

3.4.9 Curva analitica

A curva analitica foi preparada com base nas solucdes padrdes. Para a construcao da
curva para cada analito, foram preparadas 10 concentracGes esperadas (2, 5, 10, 20, 50, 80,
100, 150, 200 e 250pg.mL™?). Para cada composto foi aceito um percentual de correlagéo

entre os pontos de 99,5% ou r=0,995.
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3.4.10 Determinacédo do conteldo lipidico

A determinacdo do conteudo lipidico foi realizada por meio de gravimetria, pelo
método adaptado de Yogui (2003) que consistiu na retirada de 5mL do conteldo apds a
extracdo. A aliquota foi transferida para um vial previamente pesado e colocado em estufa a
40°C, para total evaporacdo do solvente. Apos a evaporacao, o vial foi novamente pesado, a
fim de ter o valor do vial antes e depois, para determinacdo do peso lipidico da amostra. O

calculo do percentual lipidico foi realizado a partir da férmula a seguir:
%Lip = (vial depois — vial antes * 20) / massa * 100
Onde: %L.ip, é o conteudo lipidico;
Vial antes, é o vial depois de ter ido para estufa;
Vial depois, é o vial com 5ml do extrato;

Massa, peso de amostras utilizada.

3.5 Analise estatistica

Todos os resultados foram testados em relacdo a normalidade, a partir do teste de
Shapiro-Wilk. O teste apontou normalidade para os dados de percentual lipidico dos
individuos, assim foi utilizado teste-t de Student. Ja os dados de concentragdo dos compostos
organoclorados ndo apresentam normalidade, portanto foram usados testes ndo paramétricos.
Para averiguar as diferencas entre os individuos que morreram antes, durante e pds o evento
de mortalidade atipica (EMA) pelo morbilivirus dos cetaceos, foram utilizados os testes de
Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis, seguido do teste a posteriori de compara¢Ges multiplas.
O teste de Mann-Whitney foi utilizado para verificar a diferenca de género entre individuos

neonatos (até dois anos de idade) e imaturos sexualmente e o teste Kruskal-Wallis foi
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utilizado para averiguar as diferencas entre sexo e maturidade dos botos-cinza na Baia de
Sepetiba seguido do teste a posteriori de comparagdes multiplas. Para verificar a correlagdo
da concentracdo dos compostos organoclorados em relagdo a idade dos individuos, foi

utilizada a correlacdo de Spearman (rs).

A fim de compreender se o padrdo de acumulagdo dos compostos organoclorados
difere entre individuos imaturos sexualmente, fémeas maturas e machos maturos foi utilizada
a andlise de funcdo discriminante. Todas as analises foram realizadas no software Statistica
7.0. Para modelar a variagdo de concentracdes de compostos organoclorados nos botos-cinza
foi utilizado modelo GAM (generalized additive models) com funcéo de ligacdo logaritmica e
distribui¢do Gamma, usando o pacote “mgcv”’ na versdo 4.0 do software R (R development
core, 2020). O modelo final foi selecionado levando em consideragdo menor valor de Akaike
(AIC).
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4 RESULTADOS

4.1 Evento de mortalidade atipica (EMA)

Os resultados descritivos dos parametros biologicos e das concentracbes dos
compostos organoclorados analisados no tecido adiposo subcutaneo de botos-cinza da Baia de
Sepetiba estdo dispostos na Tabela 4. Os individuos foram separados em trés momentos: antes
do EMA, que constou com animais encalhados de janeiro 2011 a novembro de 2017; durante
EMA, animais encalhados entre dezembro de 2017 a marco de 2018; e p6s EMA animais
encalhados entre abril de 2018 até maio de 2019. Todos 0s valores estdo expressos com base
no peso lipidico e em ng/g. O congénere PCB 8 apresentou concentracdes abaixo do limite de

deteccdo para mais de 50% dos animais analisados, e por isso, foi excluido do XPCB.
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Tabela 4 — Parametros bioldgicos e concentragdes de HCB, THCH, Mirex, EDDT e XPCB em ng/g lip de botos-cinza (Sotalia guianensis) analisados antes, durante e pds o evento de mortalidade
atipica (EMA) na Baia de Sepetiba, Brasil. (Continua)

Maturid
ade Periodo n CT Idade %Lip HCB SHCH Mirex ~DDT >PCB
'mast“ro Antes EMA 17 171+9 5+2 35,02+ 17,59  27,92+32,48  86,333+17422 314,39 + 546,36 7338,91 + 6994,57 59025,41 + 66257,13
154-186  3-9 11.64-7145  <LD-144.24 <LD - 675,23 <LD - 217782 636,60 - 24321,74 6619,20 - 255695,93
172 5 31,09 23,29 0,58 184,47 6374,90 38897,38
Durante EMA 6  167+6 +1 4426+12,61 26,80 +9,89 136,64 + 104,51 84,84 + 76,20 3288,941 + 1223,18 29988,10 + 14029,96
160-176  4- 27,04-61,14  17,27-42,81 19,01 - 301,33 <LD - 190,20 1731,39 - 4737,26 15378,52 - 44886,97
166 45,29 24,8 136,44 95,26 3650,96 26644,42
Pos EMA 2 173%2 +1 19,42 + 6,60 21,28 +5,53 24,73+ 1,62 229,03 + 43,35 5379,14 + 404,65 77501,99 + 10457,06
171 - 174 - 14,75-24,09 17,37 -25,19 23,58 - 25,87 198,37 - 259,68 5093,00 - 5665,27 70107,73 - 84896,24
173 19,42 21,28 24,73 229,03 5379,14 77501,99
gzmgz Antes EMA 14  185+5  13+4  41,17+1333  9,75+11,18 52,88 + 131,58 104,37 + 93,56 1320,69 + 1523,48 12844,51 + 15044,55
178-195 5-18 16,23-6578  <LD - 32,66 <LD - 479,04 <LD - 290,32 82,44 - 5737,13 979,86 - 50609,49
185 13 42,18 6.93 0,58 88,86 723,73 5823,92
Durante EMA 7  184+5  19+8  30,67+£2094 5,12 +5,49 25,16 + 42,61 147,71 £342,84  1224,62 + 1147,36 16032,57 + 20165,43
176-190 10-28 1,88 - 55,35 <LD - 13,41 4,56 - 121,20 <LD - 924,36 91,93 - 2845,41 1766,67 - 57517,17
185.00 16 37,86 3,20 9,38 21,17 794,77 8539,55
m‘fﬂgﬁ Antes EMA 10 192+6  13+6  30,59+1808 27,61 + 26,40 72,29 +103,31  763,43+136515  8500,81 + 6533,47 72308,55 + 49656,69
183-202 7-23 10,27 -5457  <LD - 83,72 <LD - 262,87 <LD - 4555,70 2505,52 - 23832,16 19044,66 - 171406,30
194 12 23,12 18,44 4,15 279,66 6054,1 53707,81
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mortalidade atipica (EMA) na Baia de Sepetiba, Brasil.(Conclus&o)

Tabela 4 — Parametros biol6gicos e concentragdes de HCB, SHCH, Mirex, ZDDT e PCB em ng/g lip de botos-cinza (Sotalia guianensis) analisados antes, durante e pés o evento de
Periodo n CT

Idade %Lip HCB
Machos

YHCH Mirex
maturos Durante EMA 5 185+ 13 15+6

2DDT

~PCB

29,77 + 25,19 67,27 + 56,04 50370,31 +£59368,50  279514,67 + 333000,12

484,02 + 764,19 448,35 + 635,91
162 - 195 7-21 1,81 -56,19

9,12 - 157,97 <LD - 1766,72

<LD - 1455,74 1769,82 - 130385,66 20191,53 - 738827,55
190.00 18 41,43 56,19 39,39 80,73 15102,60 58277,58

Pés EMA 3 188+ 4 18+ 12 33,70 £19,32 16,05+ 9,20 35,23+£17,12 362,36 + 446,87 8144,37 £ 9275,88 71917,99 + 59727,46

184 - 192 11-31 13,71 - 52,27 5,96 - 23,98 17,92 - 52,16 76,02 - 877,27 1467,99 - 18735,93 18145,92 - 136204,46
188 11 35,11 18,21 35,61 133,78 4229,20 61403,60

Ir_neég(eirr:?:; én%er:j(:g‘zro amostral, (CT) comprimento total em centimetros, (%Lip) conteddo lipidico, (<LD) abaixo do limite de deteccdo, dados de média e desvio padrdo, valores minimos —
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Para nenhum dos grupos foi encontrada diferenca entre o percentual lipidico de
antes, durante e pés EMA (Student p-valor>0.05). Para os individuos imaturos
sexualmente, as concentracdes ndo diferiram entre os periodos antes, durante e pés EMA
(teste de Kruskal-Wallis p-valor >0.05) (Tabela 5). As fémeas de antes e durante o evento
ndo demonstraram diferenca na maioria das concentracdes de PCBs, DDTs, HCB, HCHs e
Mirex (teste U de Mann-Whitney p>0,05, Graficos 1, 2, 3, 4 e 5), com excec¢do do PCB 28
em que as concentracdes foram maiores durante o0 EMA (Mann-Whitney p<0,05) (Tabela
5). Também para os machos maturos, ndo houve diferenca nas concentracdes do antes,
durante e p6s EMA para nenhum dos compostos organoclorados (teste de Kruskal-Wallis
p>0,05) (Tabela 5; Gréafico 1). Durante o evento de mortalidade, dois individuos machos
apresentaram percentual lipidico de 1,81% e 3,83%, expressando as maiores concentragdes

para todos os compostos (Graficos 1, 2, 3, 4 e 5).

Tabela 5 — Resultado (p-valor) dos testes de Mann-Whitney para fémeas maturas e Kruskal-
Wallis para os individuos imaturos e machos maturos dos botos-cinza (Sotalia
guianensis) antes, durante e apds o evento de mortalidade atipica (EMA) causada
pelo morbilivirus dos cetaceos. (Continua)

Imaturos Fémeas maturas Machos maturos

Antes/Durante/ Apds Antes /Durante Antes/Durante/Pos

HCB Ha,25 =0,44 p =0,80 0,82 Hz,15 =2,85 p =0,24
o - HCH Hz25 =3,35 p =0,18 0,52 Hz1s =0,32 p =0,85
B-HCH Hz,25 =2,45 p =0,29 0,22 Hz1s =2,64 p =0,26
y - HCH Ha25=4,13 p =0,12 0,12 Hz1s =0,55 p =0,75
8 - HCH H,.25=1,02 p =0,59 0,08 H.18 =4,56 p =0,10
YHCH Ha.25=4,07 p =0,13 0,12 H1s =4,68 p =0,09
Mirex H2,25 =3,34 p =0,18 0118 H2,1s =0,88 p =0,64
PCB 28 Hz25=2,17 p =0,33 0,04 Hz1s =2,63 p =0,26
PCB 44 Ha.5=1,23 p =0,54 0,20 H.1s =0,66 p =0,71
PCB101  Hp25=1,78 p=0,40 0,77 Hy1s =1,64 p =0,44
PCB 151 H,.05=2,58 p =0,27 0,60 H.1s =0,36 p =0,83
PCB118  Hazs =3,30p=0,19 0,23 Hz1s =0,02 p =0,98
PCB 153 Hz2s =2,86 p =0,23 0,94 Hz1s =0,79 p =0,67
PCB141  Hazs =2,20 p=0,33 0,65 Hz1s =1,16 p =0,55
PCB138  Hi2s =3,90 p =0,14 0,82 Hz1s =0,70 p =0,70
PCB 158 Hz25 =2,19 p =0,33 0,71 H,1s =0,78 p =0,67
PCB 187 H,25 =2,98 p =0,22 0,76 H,1s =0,34 p =0,84
PCB 183 H,25 =2,00 p =0,36 0,77 H,1s =0,73 p =0,69
PCB177  H2s =2,58 p =0,27 0,23 Hz1s =0,90 p =0,63
PCB180  Hi2s =4,42p=0,10 0,55 H,1s =0,88 p =0,64
PCB170  Ha2s =0,02 p=0,98 0,60 Hz1s =1,30 p =0,52
PCB199  H.2s =2,76 p =0,25 0,88 Hz1s =1,35p =0,50
PCB203  Hzzs =3,36 p=0,18 0,77 Hz1s =0,45p =0,79

PCB195  Hazs =3,41p=0,18 0,46 Hz1s =0,70 p =0,70
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Tabela 5 — Resultado (p-valor) dos testes de Mann-Whitney para fémeas maturas e Kruskal-
Wallis para os individuos imaturos e machos maturos dos botos-cinza (Sotalia
guianensis) antes, durante e apds o evento de mortalidade atipica (EMA) causada
pelo morbilivirus dos cetaceos. (Conclusao)

Imaturos Fémeas maturas Machos maturos
Antes/Durante/Apos Antes /Durante Antes/Durante/Pds
PCB194  Hp2s =2,97 p=0,22 0,88 H,.1s =0,80 p =0,67
PCB 206 H225 =4,20 p =0,12 0,12 Hz1s =1,55 p =0,45
PCB 209 H225 =0,28 p =0,86 0,62 Hz18 =0,20 p =0,86
>PCB Hz25 =2,97 p =0,22 0,82 Hz1s =0,54 p =0,76
p.p'-DDE  Ha»s =3,48 p =0,17 0,71 Hz18 =2,05p =0,35
p.p'-DDD  H22s =0,12 p =0,94 0,94 Hz18 =2,40 p =0,30
p.p'-DDT  Haps =3,44p=0,17 0,33 Hz1s =3,67 p=0,15
2DDT H25 =2,03 p =0,36 1,00 Hy1s =1,71p=0,42

Para muitos botos-cinza, 0s niveis de PCBs excederam o0s limites toxicos
conhecidos para mamiferos marinhos. Em 100% dos machos maduros (18 de 18), 28% das
fémeas maduras (6 de 21) e 76% (19 de 25) tiveram a concentragdo de XPCB acima do
limite proposto por Kannan e colaboradores (2000) de 17000 ng/g lip que € responsavel
por efeitos deletérios no sistema imunoldgico e reprodutivo de mamiferos marinhos. O
limite superior de 41000 ng/g lip XPCB proposto por Helle ¢ colaboradores (1976) foi
excedido em 72% dos machos maduros (13 de 18), 9% das fémeas maduras (2 de 21) e
48% (12 de 25) de individuos sexualmente imaturos, incluindo machos e fémeas (Gréafico
1).
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Grafico 1 — Mediana (linha continua), percentis 25% e 75%, minimo e maximo das concentragdes do
YPCB em imaturos, fémeas maturas e machos maturos de boto-cinza (Sotalia guianensis)
antes, durante e p6s EMA. Na linha vermelha s6lida limite toxico de 17000 ng/g lip e em
vermelho tracejado o limite téxico de 41000 ng/g lip.
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Fonte: A autora, 2020.

Gréafico 2 — Mediana (linha continua), percentis 25% e 75%, minimo e méximo das concentracbes do
¥DDT em imaturos, fémeas maturas e machos maturos de boto-cinza (Sotalia guianensis)
antes, durante e péds EMA.
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Fonte: A autora, 2020.
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Grafico 3 — Mediana, percentis 25% e 75%, minimo e méximo das concentra¢des do Mirex em imaturos,
fémeas maturas e machos maturos de boto-cinza (Sotalia guianensis) antes, durante e pds
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Fonte: A autora, 2020.

Gréfico 4 — Mediana, percentis 25% e 75%, minimo e maximo das concentracdes do HCB em imaturos,
fémeas maturas e machos maturos de boto-cinza (Sotalia guianensis) antes, durante e p6s
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Fonte: A autora, 2020.
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Gréafico 5 — Mediana, percentis 25% e 75%, minimo e méximo das concentragcbes do XHCH de
imaturos, fémeas maturas e machos maturos de boto-cinza (Sotalia guianensis) antes,
durante e pds EMA.
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Fonte: A autora, 2020.

O perfil de contribuicdo para individuos imaturos antes, durante e p6s EMA em
relacdo aos PCBs mais clorados permaneceu igual, no entanto com um perfil diferente em
relacdo aos PCBs mais leves tri, tetra e penta-cloro. Além disso, os individuos imaturos
durante o EMA apresentam um maior percentual desses compostos que individuos de antes
do EMA (Grafico 6). Fémeas maturas durante o evento exibiram um maior percentual de
PCBs pesados em relacdo as fémeas antes do evento, assim como também os PCBs leves
tri-cloro. O perfil de PCBs hexa, hepta, octa e nona permaneceram similares (Grafico 6). Ja
para 0s machos maturos o perfil de PCBs permaneceu similar. O perfil dos DDTs e seus
metabolitos sé teve alteracdo nos individuos imaturos e machos maturos pés EMA, com

uma maior contribuicdo do metabolito p.p - DDE (Gréafico 7).



Grafico 6 — Perfil dos diferentes congéneres de PCBs separados pelo grau de cloragdo em
individuos imaturos, fémeas maturas e machos maturos, antes, durante e p6s o
EMA.
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Legenda: Imat. (Imaturos); F.M. (Fémeas maturas) e M.M. (Machos maturos).

Fonte: A autora, 2020.
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Grafico 7 — Perfil do DDT em individuos imaturos, fémeas maturas e machos maturos, antes,
durante e pds EMA.
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Fonte: A autora, 2020.

4.2 Influéncia dos parametros biolégicos na acumulacdo de compostos

organoclorados

Para a analise dos parametros biologicos foram considerados individuos
sexualmente imaturos, fémeas maturas e machos maturos. Ambos 0S grupos nao
demonstraram diferenga nas analises antes, durante e p6s o evento de mortalidade, sendo

entdo considerado um grupo Unico. Os individuos imaturos contaram com animais a partir
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de trés anos de idade, excluindo entdo individuos de 0 a 2 anos, que compuseram 0 grupo

dos neonatos, analisados separadamente. Individuos machos e fémeas foram agrupados por

ndo haver diferenca significativa entre suas concentra¢cdes (Mann-Whitney p>0,05). Os

resultados descritivos estdo dispostos no Apéndice.

Para todos 0s compostos, individuos imaturos sexualmente e machos maturos ndo

tiveram diferenca estatistica em relacdo as concentragdes (teste de Kruskal-Wallis p>0,05;
Tabela 6). Nos isdmeros de HCH (alfa, beta, gama e delta), XHCH, PCB 28, 206 e 209 nédo
foi encontrada diferenca significativa entre os trés grupos. Para o Mirex e PCB 44 os

individuos imaturos foram iguais as fémeas maturas e aos machos maturos (Tabela 6). Para

0 restante dos compostos, as fémeas foram estatisticamente diferentes dos imaturos e

machos maturos, apresentando as menores concentragdes (Tabela 6).

Tabela 6 — Resultados do teste Kruskal-Wallis e teste a posteriori de comparagdes multiplas
entre individuos imaturos sexualmente, fémeas maturas e machos maturos de
botos-cinza (Sotalia guianensis) da Baia de Sepetiba, Brasil. (Continua)

Teste a porteriori de comparac¢des multiplas
Teste Kruskal-Wallis Imaturos Fémeas maturas  Machos Maturos

HCB Hy,64 =17,06 p =0,0002 a b a

o-HCH He4=0,54p=0,7 a a a

B-HCH Hyes=4,4p=011 a a a

v-HCH  Hes=1,3 p =0,52 a a a

6-HCH He4=2,62p=0,2 a a a

>HCH Hz64 =3,9 p =0,13 a a a

Mirex Hz,64 =5,9 p =0,05 ac ab c

PCB28  H,es=0,78 p=0,67 a a a

PCB 44  Hys4=10,3 p=0,005 ac ab c

PCB 101 Hes =26,9 p=0,0001 a b a

PCB 151 Hes4 =27,34 p =0,0001 a b a

PCB 118 Hes4 =22,6 p =0,0001 a b a

PCB 153 H64 =26,8 p =0,0001 a b a

PCB 141 Hes =14,3 p =0,0008 a b a

PCB 138 H64 =29,0 p =0,0001 a b a

PCB 158 H64 =30,50 p =0,0001 a b a

PCB 187 H,es =19,7 p =0,0001 a b a

PCB 183 H,es =23,9 p =0,0001 a b a

PCB 177 Hjes =27,0 p=0,0001 a b a

PCB 180 H;es=22,9 p=0,0001 a b a
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Tabela 6 — Resultados do teste Kruskal-Wallis e teste a posteriori de comparacfes multiplas
entre individuos imaturos sexualmente, fémeas maturas e machos maturos de botos-
cinza (Sotalia guianensis) da Baia de Sepetiba, Brasil. (Conclusao)

Teste a porteriori de comparacdes mdaltiplas

Teste Kruskal-Wallis Imaturos Fémeas maturas  Machos Maturos
PCB 170 Hzes=21,0 p=0,0001 a b a
PCB 199 Hes =14,6 p=0,0007 a b a
PCB 203 Haes =16,8 p=0,0002 a b a
PCB 195 Haes=16,6 p=0,0002 a b a
PCB 194 Hes=14,5p =0,0007 a b a
PCB 206 Hes=6,6 p=0,03 a a a
PCB 209 H64=0,96 p=0,61 a a a
>PCB Hz1 =27,6 p =0,0001 a b a
p.p' DDE H64 =30,7 p =0,0001 a b a
p.p' DDD  Hoes =24,8 p =0,0001 a b a
p.p' DDT  Hyes =14,5 p=0,007 a b a
DDT Hz,64 =30,9 p =0,0001 a b a

Legenda: Letras iguais (sem diferenca significativa) letras diferentes (diferenca significativa).

Fonte: A autora, 2020.

4.3 Influéncia da idade e sexo na acumulacdo de compostos organoclorados

Para as correlaces de idade e sexo foi retirada da analise uma fémea matura em
que ndo foi possivel estimar a idade. Para os individuos imaturos sexualmente e fémeas
maturas houve correlacdo negativa das concentracGes com a idade, para os seguintes
compostos: HCB, ZPCB e para os congéneres PCBs 101, 151, 118, 153, 141, 138, 158,
187, 177, 180, p.p’- DDE, p.p’- DDD, p.p’- DDT e XDDT (Tabela 7 e Grafico 8)
demonstrando a diminuicdo desses compostos com 0 aumento da idade, ou seja, ao longo

do tempo.
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Tabela 7- Resultados da correlacdo de Spearman. Valores de r e do p-valor entre as concentracBes de
compostos organoclorados e a idade de individuos imaturos sexualmente e fémeas maturas, e
imaturos sexualmente e machos maturos de botos-cinza (Sotalia guianensis) da Baia de Sepetiba,

Brasil.
Imaturos + Fémeas maturas n=46 Imaturos + Machos maturos n=43
Composto r p-valor r p-valor
HCB -0.39 0.01 0.06 0.69
a-HCH -0.02 0.88 0.06 0.70
B-HCH -0.03 0.82 0.29 0.05
y - HCH -0.11 0.45 -0.06 0.68
8 -HCH -0.16 0.30 -0.15 0.33
YHCH -0.11 0.46 0.13 0.42
Mirex -0.10 0.49 0.35 0.02
PCB 28 -0.01 0.97 0.02 0.88
PCB 44 -0.12 0.43 0.12 0.45
PCB 101 -0.37 0.01 0.37 0.01
PCB 151 -0.34 0.02 0.49 0.00
PCB 118 -0.43 0.00 0.26 0.09
PCB 153 -0.34 0.02 0.50 0.00
PCB 141 -0.56 0.00 -0.11 0.47
PCB 138 -0.38 0.01 0.53 0.00
PCB 158 -0.51 0.00 0.39 0.01
PCB 187 -0.43 0.00 0.34 0.03
PCB 183 -0.42 0.00 0.39 0.01
PCB 177 -0.47 0.00 0.42 0.01
PCB 180 -0.38 0.01 0.39 0.01
PCB 170 -0.26 0.09 0.44 0.00
PCB 199 -0.28 0.06 0.33 0.03
PCB 203 -0.21 0.16 0.44 0.00
PCB 195 -0.20 0.18 0.43 0.00
PCB 194 -0.20 0.18 0.42 0.01
PCB 206 0.19 0.21 0.50 0.00
PCB 209 0.19 0.21 0.08 0.62
SPCB -0.40 0.01 0.46 0.00
p.p' - DDE -0.53 0.00 0.39 0.01
0.p' - DDD -0.52 0.00 0.18 0.25
0.p'- DDT -0.51 0.00 -0.08 0.63
>DDT -0.55 0.00 0.34 0.03

Fonte: A autora, 2020.
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Para anélise do grupo de imaturos sexualmente e machos maturos foram excluidos
dois animais com percentual lipidico baixo (Sg#76 e Sg#78 1,81 e 3,83 %lip
respectivamente). Para maioria dos PCBs houve correlagdo positiva das concentragdes dos
compostos organoclorados em relacdo a idade dos individuos (Tabela 7; Gréafico 9)
demonstrando o aumento das concentragdes com o aumento da idade. Para o p.p’- DDE
houve correlacdo significativa e positiva das concentracfes com a idade, diferente do p.p -
DDT e p.p’- DDD que néo foi significativa. Para o HCB, HCHs e PCBs 28, 44, 118, 141 e
209 ndo houve correlacdo das concentracfes com a idade dos individuos, demonstrando
que para esse universo amostral tais compostos ndo tendem a acumular com o aumento da

idade dos animais.
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Grafico 8 — Variacdo das concentracdes de p.p’- DDE, DDT, PCB 153, PCB 138, PCB 180 e XPCB em
relacdo a idade de individuos imaturos e fémeas maturas de botos-cinza (Sotalia guianensis)
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Grafico 9 — Variacdo das concentragdes de p.p’- DDE, EDDT, PCB 153, PCB 138, PCB 180 e XPCB em rela¢do a
idade de individuos imaturos e machos maturos de botos-cinza (Sotalia guianensis) da Baia de Sepetiba.
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4.3.1 Anélise de funcdo discriminante

Foram encontradas diferengas significativas no perfil de machos maturos em
relagcdo as fémeas maturas (Wilks Lambda = 0,39 F (30,94) =1,86 p=0,01) (Tabela 8). Para
0 modelo, 14 variaveis foram aceitas (HCB, p.p’- DDE, p.p’- DDD, p.p’- DDT, PCBs, 28,
44, 101, 151, 118, 153, 141, 187, 170, 199 e 194) sendo somente o p.p’- DDE
significativo. Os compostos que mais forcaram a separacdo na funcdo discriminante 1
(CAN 1) foram: positivamente o PCB 153 e 199 e negativamente PCB 187 e p.p - DDE. Ja
para a funcdo discriminante 2 (CAN 2) foram: positivamente PCB 170 e 194 e
negativamente PCB 151 e 187.

O grupo que mais diferiu em relagdo ao perfil de contaminacédo foram os machos
maturos em relacédo as fémeas maturas (D2= 6,52), para individuos imaturos (D2=2,75) ndo
houve diferenca significativa, também ndo foi observada diferenca significativa entre
fémeas e imaturos (Tabela 8). O percentual de classificacdo foi de 70%, sendo as fémeas

maturas o grupo que a classificacdo foi melhor 80,95% (Tabela 10).

Tabela 8 — Resultados da analise de funcdo discriminante. Valor de F, distancia de Mahalanobis (D) e p-
valor entre imaturos, fémeas maturas e machos maturos de botos-cinza (Sotalia guianensis) da
Baia de Sepetiba, Brasil.

Valor de F Distancia de Mahalanobis (D2) p-valor
Machos maturos X Imaturos 1,48 2,75 0.15
Imaturos X Fémeas maturas 1.47 2,52 0.15
Fémeas maturas X Machos maturos 3,24 6,52 0.001

Fonte: A autora, 2020.

Tabela 9 — Percentual de classificacdo entre os grupos de fémeas maturas, machos maturos e imaturos e
neonatos de botos-cinza (Sotalia guianensis) da Baia de Sepetiba, Brasil.

Percentual de classificacéo .
Percentual correto  Machos maturos Imaturos Fémeas maturas

Machos maturos 55,5% 10 6 2
Imaturos 2% 3 18

Fémeas maturas 80,95% 0 4 17

Total 70,31% 13 28 23

Fonte: A autora, 2020.
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Grafico 10 — Representacdo das variaveis candnicas dos machos maturos, individuos imaturos sexualmente
e fémeas maturas. Média de cada grupo nos pontos preenchidos.
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Fonte: A autora, 2020.

4.4 Transferéncia materna: Placentaria e lactacional

Para averiguar a transferéncia placentaria dos compostos organoclorados foi
utilizada a razdo feto/mde. Na Tabela 10 estdo dispostos os dados bioldgicos e as
concentrages dos compostos organoclorados analisados. O tempo de gestacdo foi

estimado com base em Santos-Neto (2017).

Tabela 10 - Pardmetros bioldgicos e as concentracdes de HCB, DDT, Mirex e PCB das fémeas e fetos de
botos-cinza (Sotalia guianensis) da Baia de Sepetiba, Brasil. (Continua)

Tempo de
Idade gestacdo
ID CT (anos) (meses) %Lip HCB >DDT Mirex >PCB
Sg#la 185 13 46,28 13,52 1903,32 102,42  15544,82
Sg#2a* 62 - 6.8 42,52 12,81 1369,33 <LD 6318,99

Sg#13b 182 10 65,78 8,37 801,91 75,31 6273,24
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Tabela 10 - Parametros biologicos e as concentracdes de HCB, XDDT, Mirex e XPCB das fémeas e fetos de botos
cinza (Sotalia guianensis) da Baia de Sepetiba, Brasil. (Concluséo)

Tempo de
Idade gestacéo
ID CT (anos) (meses) %Lip HCB ~DDT Mirex >PCB

Sg#14b* 58 - 6.38 13,28 <LD 377,17 <LD 2109,58
Sg#31c 180 - 57,86 5,50 518,12 43,31 4630,78
Sg#32c* 60 - 6.6 58,30 <LD 154,59 11,41 1258,99
Sg#33d 189 15 30,80 <LD 82,44 <LD 2551,68
Sg#34d* 87 - 9.58 26,54 <LD 90,18 <LD 1747,44

Legenda: (ID) ldentificagdo, letras iguais correspondem a mae e feto. Feto identificado com *. (CT)
comprimento total, idade das maes, tempo de gestacdo em meses dos fetos, (%Lip) Percentual lipidico.
(<LD) valores menores que o limite de deteccéo.

Fonte: A autora, 2020.

As maiores concentracfes para todos os compostos analisados foram da fémea e
feto “a”, que ultrapassou o limite proposto por Hall e colaboradores (2006) capaz de causar
uma menor sobrevivéncia de filhotes (Grafico 13), enquanto as menores concentracdes
foram evidenciadas para a fémea e feto “d”, as duas fémeas tinham diferenca de idade de
apenas dois anos (Tabela 10). A fémea “b” apresentou a menor idade do grupo amostral,
sendo a segunda com maiores concentracdes. Em relacdo a transferéncia de HCB s¢ foi

demonstrada para os fetos “a” e “b” enquanto somente o feto “c” apresentou concentragdes

de Mirex (Tabela 10).

Tabela 11 — Razéo das concentrag@es de feto e mée para cada composto analisado nos botos-cinza da Baia de
Sepetiba, Brasil. (Continua)

Composto Razdo
a b c d
HCB 0.9479 <LD <LD <LD
p.p'- DDE 0.7845 0.6830 0.5419 1.0943
p.p'- DDD 0.9519 1.2849 0.0073 <LD
p.p'- DDT 0.5082 <LD <LD <LD
XDDT 0.7194 0.4703 0.2984 1.0939
Mirex <LD <LD 0.2635 <LD
PCB 28 <LD 0.0061 1212.9 <LD
PCB 44 <LD 0.0046 0.0202 <LD
PCB 101 0.5559 0.3289 0.1116 0.4022
PCB 151 0.3760 0.0005 5.6194 <LD
PCB 118 0.5355 0.3655 0.0794 1.2996
PCB 153 0.4173 0.3384 0.2349 0.9318
PCB 141 0.3661 0.3967 0.6291 1.1031
PCB 138 0.3932 0.3114 0.0532 1.1056
PCB 158 0.3526 0.5224 0.5190 1.1065
PCB 187 <LD <LD <LD <LD

PCB 183 0.2030 0.1761 0.2036 0.3935
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Tabela 11 — Razdo das concentracdes de feto e mée para cada composto analisado nos botos-cinza da Baia de
Sepetiba, Brasil. (Concluséo)

Composto Razdo
a b c d

PCB 177 0.2410 0.2595 0.4674 0.7224
PCB 180 0.9801 0.3475 0.0390 0.4210
PCB 170 0.5651 0.3364 0.0723 0.5125
PCB 199 0.0940 0.8800 0.0040 0.4577
PCB 203 0.0644 0.4267 0.2206 0.2866
PCB 195 0.0036 1.1396 0.4268 0.6185
PCB 194 0.1178 0.5147 0.0227 0.3003
PCB 206 0.0034 1.5653 0.0207 0.8014
PCB 209 <LD 36.8217 0.0932 0.8311

YXPCB 0.4065 0.3363 0.2719 0.6848

Legenda: (a) mée e feto #Sgla e #Sg2a*, (b) mée e feto #Sgl3b e #Sgldb*, (c) mée e feto #Sg3lc e
#Sg32c™* e (d) mée e feto #5g33d e #Sg34d*.( <LD) concentracdo abaixo do limite de deteccéo.

Fonte: A autora, 2020.

As maiores razdes de transferéncia foram para o feto “d” em relagdo aos outros
trés fetos (Tabela 11). O feto “c” teve uma maior transferéncia de compostos leves como o
PCB 28 e 151 em relacdo aos outros PCBs mais pesados. Em relagdo a transferéncia dos
PCBs, variou entre 0,27 a 0,68. Houve uma transferéncia grande no feto “b” para o
composto PCB 209 (Tabela 11). O perfil de contribuicdo dos congéneres de PCBs de maes
e fetos foi similar com maiores contribuicdes de penta, hexa e hepta clorados (Grafico 11)
e em relacdo ao p.p’- DDT e seus metabdlitos, o p.p’- DDE foi 0 que apresentou as
maiores porcentagens de contribuicdo, enquanto uma fémea s6 apresentou concentracfes
deste composto. Em trés fetos ndo houve contribuicdo de p.p’- DDT nem de p.p’- DDD
(Gréfico 12).



Grafico 11 — Contribuicdo percentual de cada grupo de congéneres no XPCB para
as maes e fetos de botos-cinza (Sotalia guianensis) da Baia de
Sepetiba.
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Fonte: A autora, 2020.

Grafico 12 — Contribuigdo percentual de cada grupo de congéneres no DDT
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Fonte: A autora, 2020.
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Para avaliar a transferéncia lactacional, foram agrupados individuos de 0 a 2 anos
de idade como individuos neonatos por ainda refletirem em maior parte os niveis de
compostos organoclorados transferidos da mde pela gestagdo e em maior parte via
lactagdo. A maior parte dos individuos neonatos coletados foram durante o EMA, assim 0s
neonatos nesse item também foram separados entre individuos antes 0 EMA e durante o
EMA.

Tabela 12 — Concentrag@es de HCB, HCH, Mirex, ZDDT e XPCB em ng/g lip de botos-cinza (Sotalia
guianensis) neonatos antes EMA e durante EMA analisados na Baia de Sepetiba, Brasil.

Antes (n=4) Durante (n=12)
CT 135 +13 132 £ 16
119 — 152 102 - 156
135 136
%Lip 54,67 + 18,36 50,28 + 17,73
33,69 - 76,26 16,14 - 69,37
54,36 55,02
HCB 44,44 + 19,06 30,09 * 26,70
21,03-67,38 5,66 - 97,80
44,68 18,56
YHCH 45,60 * 35,56 97,13+ 141,14
11,26 - 83,80 4,94 - 457,29
43,68 16,67
Mirex 470,91 £ 628,00 97,06 £ 211,54
67,42 - 1395,76 0,17 -749,71
210,23 20,78
~DDT 3319,38 £1792,19 3671,08 £ 5381,77
1256,52 - 5579,13 580,92 - 18673,44
3220,93 1524,77
>PCB 40735,85 + 19453,15 18442,81 + 22458,50
20320,99 - 67160,53 1134,82 - 79185,98
37730,93 10829,92

Legenda: (CT) comprimento total em centimetros, (%Lip) percentual lipidico. Média + desvio padréo,
valores minimos — m&ximos e mediana.

Fonte: A autora, 2020.

Os individuos neonatos que morreram antes do EMA apresentaram concentracdes
maiores que 0s neonatos durante 0 EMA para todos os compostos. No entanto, s6 houve
diferenca significativa (teste de Mann-Whitney p<0,05) entre o HCB, Mirex e PCBs.
Dentre 21 PCBs analisados, 14 apresentaram concentragdes significativamente maiores
antes do EMA (PCB 44, 101, 151, 153, 141, 138, 158, 183, 177, 180, 199, 203, 194 e 209)
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comparado com os individuos durante o EMA (Tabela 12; Grafico 13). Para ambos o0s
periodos, houve neonatos que ultrapassaram os limites de 10000 ng/g lip de XPCB
sugerido por acarretar em uma menor sobrevivéncia de filhotes de golfinho-nariz-de-
garrafa (Tursiops truncatus) (Hall et al., 2006). Assim como ultrapassaram 0s limites
sugeridos por Kannan e colaboradores (2000) de 17000 ng/g de XPCB e apenas trés
individuos que ultrapassaram o limite proposto por Helle e colaboradores (1976) de 41000
ng/g lip de XPCB (Gréfico 13).

O perfil de contribuicdo dos congéneres de PCBs (Gréfico 14A) e do p.p’- DDT e
seus metabdlitos (Gréafico 14B) permaneceram iguais entre individuos neonatos de antes e
durante o EMA.

Grafico 13 — Mediana (linha continua), percentis 25% e 75%, minimo e méaximo das concentragdes do SPCB
de mée, fetos e neonatos de boto-cinza (Sotalia guianensis) antes, durante e p6s EMA com
limite téxico de 10000 ng/g lip (linha vermelha continua), limite toxico de 17000 ng/g lip
(linha azul continua) 41000 ng/g lip (linha vermelha tracejada).
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Fonte: A autora, 2020.



73

Grafico 14 — (A) Perfil do somatério de PCB separado por grau de cloragdo dos
congéneres e (B) Perfil do somatdrio de DDT em individuos neonatos
antes e durante evento de m g idade atipica (EMA).
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Fonte: A autora, 2020.

4.5 Variacdo temporal de compostos organoclorados nos botos-cinza da Baia de

Sepetiba

4.5.1 Modelo aditivo generalizado (GAM)

Foram utilizados dados coletados entre 2007 e 2019, totalizando 95 animais para a
analise de variacdo temporal nas concentraces de compostos organoclorados nos botos-
cinza da Baia de Sepetiba. Os dados dos anos de 2007-2008 foram utilizados de Vidal
(2010). Os compostos que foram analisados sdo os pesticidas p.p’- DDE, p.p’- DDD e
~DDT. E dentre os PCBs analisados foram os congéneres: PCB 101, PCB 118, PCB 153,
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PCB 138, PCB 158, PCB 187, PCB 183, PCB 180 ¢ PCB 170, além do XPCB. O modelo
com menor valor de Akaike (AIC) incluiu o composto analisado, ano, sexo e maturidade.
O CT foi uma variavel ndo significativa. Para excluir a influéncia da maturidade sexual dos
animais, foi realizado o modelo apenas com individuos imaturos em relacdo ao sexo e ano
(Tabela 13). Os valores de desvio (deviance) melhor ajustados foram para os modelos
incluindo somente os animais imaturos, enquanto que para 0os modelos com todos os
animais, 0os melhores valores de desvio foram para o0 Somatério de PCB e o PCB 153
(Tabela 13).

Tabela 13 — Estrutura do modelo GAM, valores de desvio (deviance) e valor de AIC.

Modelo Maturos + Imaturos (n = 95) Deviance AIC
Somatério_PCB~Sexo + Ano+Sexo*Maturidade 48.10% 2097.10
PCB153~Sexo+Ano+Sexo*Maturidade 50.60% 1897.81
PCB101~Sexo+Ano+Sexo*Maturidade 38.70% 1610.66
PCB118~Sexo+Ano+Sexo*Maturidade 18.60% 1561.57
PCB138~Sexo+Ano+Sexo*Maturidade 46.80% 1827.22
PCB170~Sexo+Ano+Sexo*Maturidade 45.50% 1560.11
PCB158~Sexo+Ano+Sexo*Maturidade 48% 1343.52
PCB187~Sexo+Ano+Sexo*Maturidade 10.50% 1340.92
PCB183~Sexo+Ano+Sexo*Maturidade 41.40% 1472.93
PCB180~Sexo+Ano+Sexo*Maturidade 44.60% 1715.67
Somatoério_DDT~Sexo +Ano+ Sexo*Maturidade 33.40% 1742.90
pp_ DDE~Sexo + Ano+Sexo*Maturidade 35% 1674.31

Modelo Imaturos (n = 47) Deviance AIC
Somatério_PCB~Sexo + Ano 57.50% 1025.50
PCB153~Sexo+Ano 58.40% 927.99
PCB101~Sexo+Ano 58.10% 785.99
PCB118~Sexo+Ano 24.60% 775.49
PCB138~Sexo+Ano 54% 888.95
PCB170~Sexo+Ano 59.70% 762.71
PCB158~Sexo+Ano 61.40% 646.33
PCB187~Sexo+Ano 10.20% 656.45
PCB183~Sexo+Ano 54% 708.19
PCB180~Sexo+Ano 59.70% 831.27
Somatério_DDT~Sexo +Ano 33.30% 865.91
pp_DDE~Sexo + Ano 36.80% 823.51

Fonte: A autora, 2020.

A andlise da variacdo temporal demonstrou que houve um aumento das
concentragdes de compostos organoclorados nos botos-cinza da Baia de Sepetiba entre os

anos de 2007 e 2019 (p-valor <0,05), com exce¢do do PCB 187 que ndo apresentou
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aumento para golfinhos de ambos os sexos e do ZDDT que ndo foi significativo para
fémeas considerando o modelo geral. O modelo considerando apenas individuos imaturos,
para todos os compostos, foi significativo o aumento das concentragdes em relacdo aos

anos.

Para todos o0s compostos analisados houve um evidente aumento das
concentracdes entre os anos de 2013-2014, com diferentes perfis entre os modelos com
todos os individuos e modelos apenas com imaturos. Para o ZPCB a fungéo suavizada foi
similar as funcBes dos congéneres mais recalcitrantes (PCB 153, 138, 180, 170) pelo fato
do somatdrio ser em maior parte constituido por estes compostos (Gréafico 15A e 15C). Jao
PCB 101 apresentou um perfil distinto, de aumento entre os anos de 2013 e 2014 e depois
um leve declinio para os machos em ambos os modelos, somente no modelo com todos 0s
individuos as fémeas tiveram um aumento nos ultimos anos 2018-2019 (Grafico 15E). Um
perfil similar foi evidenciado para os pesticidas, no ZDDT as concentragdes dos machos e
fémeas imaturos tiveram uma subida em 2013-2014 seguido de um declinio, para as
fémeas no modelo geral as concentracdes foram constantes ao longo do tempo sem
diferenca significativa em relacdo aos anos (p-valor <0,05; Grafico 16A). Ja para o
metabolito p.p - DDE o aumento ao longo dos anos, foi significativo para ambos 0s sexos
no modelo considerando todos os animais. No modelo somente com imaturos, houve um
declinio nos anos de 2018-2019 (Gréfico 16D).
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Grafico 15 — Relacdo das concentragdes logaritmizadas do XPCB ao longo dos anos pela multivariada GAM
para machos e fémeas esquerda maturos e imaturos (A, C e E) e somente imaturos a direita (B,
D e F). Funcdo suavizada na linha solida e intervalo de confianca de 95% em cinza.
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Grafico 16 - Relagdo das concentracdes logaritmizadas do XDDT e p.p’- DDE ao longo dos anos pela
multivariada GAM em machos e fémeas maturos e imaturos a esquerda (A e C) e somente
imaturos a direita (B e D). Funcdo suavizada na linha solida e intervalo de confianca de 95%
em cinza.
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Fonte: A autora, 2020.

4.5.2 Andlise de funcdo discriminante

Para essa andlise foram utilizados apenas individuos imaturos sexualmente, para
excluir a influéncia das diferencas entre maturidade sexual. Foram encontradas diferencas
significativas no perfil de individuos imaturos em relagcdo aos principais periodos amostrais
(Wilks Lambda = 0,11 F (22,68) =5,97 p=0,0001) (Tabela 14). Para o0 modelo, 11 variaveis
foram aceitas (p.p - DDE, p.p’- DDD, p.p - DD, PCBs, 101, 118, 153, 138, 158, 187, 183 e
170) sendo o p.p’- DDD, PCB 158, 187 e 183 que apresentaram diferenca significativa. Os
compostos que mais forcaram a separacdo na funcdo discriminante 1 (CAN 1) foram:
positivamente PCB 183 e 118 e negativamente PCB 158 e PCB 170. Ja para a funcao
discriminante 2 (CAN 2) foram: positivamente PCB 183 e PCB 101 e negativamente PCB
138 e p.p’- DDD.
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O grupo que mais diferiu em relacdo ao perfil de contaminacdo foram os
individuos coletados entre 2007-2008 em relacdo aos coletados em 2011-2016 (D2=
15,25). O percentual de classificacdo foi de 97,87% (Tabela 15).

Tabela 14 — Resultados da analise de funcdo discriminante. Valor de F, distancia de Mahalanobis (D-) e p-
valor dos botos-cinza (Sotalia guianensis) entre os principais anos amostrados na Baia de
Sepetiba, Brasil.

Valor de F Distancia de Mahalanobis (D2) p-valor
2007-2008 X 2011-2016 6,25 15,25 0.0001
2011-2016 X 2017-2019 9,09 14,87 0.0001
2017-2019 X 2007-2008 3,59 7,33 0.001

Fonte: A autora, 2020.

Tabela 15 — Percentual de classificacdo entre os grupos de botos-cinza (Sotalia guianensis) da Baia de
Sepetiba, Brasil.

Percentual de classificacdo

Percentual correto 2007-2008 2011-2016 2017-2019
2007-2008 100% 10 0 0
2011-2016 92% 1 13 0
2017-2019 100% 0 0 23
Total 97,87% 11 13 23

Fonte: A autora, 2020.

Gréfico 17 — Representacdo das variaveis
entre 0s anos amostrados.
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5 DISCUSSAO

5.1 Evento de mortalidade atipica (EMA)

Foram encontradas elevadas concentragcbes de compostos organoclorados nos
botos-cinza da Baia de Sepetiba, tanto em animais antes, quanto durante e p6s EMA, tais
concentracOes estdo entre as maiores reportadas para a espécie em toda a sua distribuicao
(YOGUI et al., 2003; KAJIWARA et al., 2004; SANTOS-NETO et al., 2014; MANHAES
et al., 2018). As concentragGes encontradas nos botos-cinza estdo também na mesma faixa
de odontocetos em regides ambientalmente impactadas do hemisfério norte (BALMER et
al., 2015; STRUNTZ et al., 2004; YORDY et al., 2010b). Estudos apontam que ha uma
associacdo das elevadas concentragdes de POPs com a maior letalidade por doencas
infecciosas (JEPSON et al., 1999; LAW et al., 2012; ROSS, 2002) principalmente devido
ao seu potencial imunossupressor, que consequentemente a afeta saide dos mamiferos
marinhos (DESFORGES et al., 2016; LEVIN et al., 2016). Durante 0 EMA, foi observada
uma alta mortalidade de botos-cinza na Baia de Sepetiba (CUNHA et al., 2020 — no prelo)
e a hipdtese de que individuos que morreram durante o evento de morbilivirose
apresentariam maiores concentracdes de compostos organoclorados foi rejeitada, por ndo
haver diferenca significativa nas concentracdes dos individuos entre os periodos antes,

durante e p6s EMA.

Esse resultado ja foi observado por Castrillon e colaboradores (2010) em
golfinhos-listrado (Stenella coeruleoalba) no Mar Mediterraneo, em um evento de
morbilivirose em 2007. Entretanto, em um evento anterior nessa mesma populacdo de
golfinhos-listrados, foi atribuido aos elevados niveis de OCs (PCB e DDT) a alta
mortalidade pelo morbilivirus, ja que as concentracBes dos individuos anteriores ao evento
eram menores (KANNAN et al., 1993; AGUILAR & BORREL, 1994). Estes dois
episodios de morbilivirose no Mar Mediterraneo tiveram diferentes proporcdes de
mortalidade; em 1990/1992 foram observadas maiores concentragdes de OCs e uma maior
letalidade dos individuos, j& em 2007 foram observadas menores concentragcdes de OCs e
uma menor letalidade (AGUILAR & BORREL, 1994; CASTRILLON et al., 2010). Assim,
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foi sugerido pelos autores que os POPs ndo tiveram uma influéncia nesse segundo evento,

uma vez que a populacédo ja apresentava imunidade prévia ao virus.

Ambos os eventos no Mar Mediterraneo apresentam semelhancas ao EMA nas
duas populacdes de botos-cinza das baias costeiras do Rio de Janeiro. As concentragdes de
compostos organoclorados na populacdo da Baia de Sepetiba sdo historicamente maiores
que as concentracbes da populacdo da Baia da Ilha Grande (LAILSON-BRITO et al.,
2010; VIDAL, 2010) e isto esta principalmente relacionados aos impactos ambientais que
a regido esta exposta (MOLISSANI et al, 2004). Durante 0 EMA houve uma mortalidade
trés vezes maior na Baia de Sepetiba (n=210) em comparacdo com a Baia da Ilha Grande
(n=67) e a contaminacdo por OCs pode ter sido um grande interferente na saude dos

animais dessa populacgéo.

A imunossupressdo dos botos-cinza da Baia de Sepetiba ja foi relacionada
anteriormente a contaminagdo ambiental pela infeccdo do Pox virus a qual é caracterizada
por lesbes circulares na pele dos animais chamadas de skin tattoo (VAN BRESSEM et al.
2007, 2009b). Lesdes similares foram observadas nos botos-cinza da Baia de Guanabara
(SACRISTAN et al., 2018), uma regido altamente impactada e com elevadas
concentracdes de POPs (LAILSON-BRITO et al., 2010). Todavia, nos animais da Baia da
Ilha Grande nunca foi registrado a presenca de Pox virus (MAQUA - dados ndo
publicados). A imunossupressdao causada pelos contaminantes também pode ser
correlacionada a alta presenca de parasitos (LAHVIS et al., 1995; MONTEIRO et al.,
2016). Laudos de necropsia apontam uma maior carga parasitaria no trato gastrointestinal e
principalmente nos pulmdes dos botos-cinza da Baia de Sepetiba em comparacdo com o0s
botos-cinza da Baia da llha Grande (MAQUA — dados ndo publicados). Adicionalmente,
durante 0 EMA, 79% (23 de 29) dos botos-cinza apresentaram uma grande quantidade de
parasitos (GROCH et al., 2020a).

De fato, para 40% dos individuos amostrados antes, durante e p6s EMA as
concentracdes do XPCB foram maiores que o limite toxico de 41000 ng/g lip capaz de
causar efeitos adversos em mamiferos marinhos (HELLE et al., 1976; JEPSON et al.,
2016). Considerando o limite téxico inferior, de 17000 ng/g lip XPCB, o qual desenvolve
problemas imunolégicos (KANNAN et al., 2000) essa porcentagem aumenta para 65% dos
botos-cinza. Efeitos como a diminuicdo da capacidade de fagocitose e proliferacdo de
linfocitos comecam a ser observados em mamiferos marinhos a partir de concentragdes de

1ppm de PCBs (aqui equivalente a 1000 ng/g). Assim considerando que essas Sd0 as
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principais respostas imunes a infec¢es por patégenos (revisado por DESFORGES et al.,
2016), os animais da Baia de Sepetiba podem estar imunoldégicamente mais susceptiveis
com concentragcdes menores que os limites toxicos estimados. Assim, uma das explicacdes
para que ndo existisse diferenca de concentracdo entre os periodos, é que os individuos
estdo altamente contaminados, em ambos o0s periodos (antes, durante a pds), e inclusive as
menores concentragdes ja podem acarretar danos na salde desses animais, tornando-os

mais susceptiveis ao morbilivirus.

A partir de utilizacdo de modelos preditivos, estudos propdem os possiveis efeitos
na sobrevivéncia de filhotes e na imunidade de cetaceos em relacdo a trajetoria de
crescimento populacional devido as concentracdes de compostos organoclorados (HALL
et al., 2006; 2018). Em uma das predicbes, quando populacdes de golfinho-nariz-de-
garrafa (Tursiops truncatus) foram expostas ao acimulo anual de 1000 — 2000 ng/g de
PCBs e tiveram uma exposicdo de 20% da populagdo a um patdgeno, as tendéncias de
decrescimo populacional foram elevadas (HALL et al., 2018). De fato, para os botos-cinza
da Baia de Sepetiba foi estimado um tamanho populacional de 1090 individuos
(QUINTANA, 2020) no periodo pés EMA, em contraponto com estimativas anteriores de
1269 individuos (FLACH, 2015).

O conhecimento a cerca de limites toxicos para animais selvagens € limitado, e
muitas vezes realizado a partir de estudos in vitro (KANNAN et al., 2000; LAHVIS et al.,
1995) ou entdo utilizando modelos preditivos (HALL et al., 2006; 2018; DESFORGES et
al., 2018) que podem ndo corresponder fielmente a realidade, mas fornecem um panorama
da dose-resposta capaz de causar efeitos adversos aos cetaceos. Para este grupo, em maior
parte é estimado o limite toxico para os PCBs, no entanto para outros compostos como o
DDT, HCB, HCHs e Mirex o conhecimento € restrito. Um estudo in vitro demonstrou para
0 p.p’- DDT e seu metabdlito o p.p’- DDE, assim como para 0os PCBs uma correlacdo
positiva com o0 aumento das concentracdes e a diminui¢do de mitdgenos que estimulam a
proliferacdo e resposta de linfécitos, como a concanavalina A (Con A) e a
fitohemaglutinina (PHA) (LAHVIS et al., 1995). Em resposta a concentracdes de HCB, foi
observado em ratos, um comprometimento nas defesas celulares no pulmao (SHERWOOD
et al., 1989). Vale ressaltar que a maior parte dos botos-cinza acometidos pelo morbilivirus
tinha um grande comprometimento pulmonar, exibindo um quadro patolégico de
pneumonia verminosa (GROCH et al., 2019; 2020a; DIAZ-DELGADO et al., 2019).
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Durante o0 EMA houve uma maior mortalidade de fémeas maturas, filhotes e
imaturos com menos de seis anos de idade (CUNHA et al., 2020 —no prelo). Desta
maneira, as seguintes hipdteses sdo sugeridas para uma maior mortalidade nesses grupos: a
constante remobilizacdo dos compostos organoclorados da camada de gordura das fémeas,
devido a intensa demanda energética durante a gestacdo e producdo de leite; e as elevadas
concentragbes de compostos organoclorados nos filhotes, devido a gestacdo e
amamentacdo. Como demonstrado no item 4.2, fémeas durante a gestacdo e lactacdo
transferem uma grande carga de contaminantes para os filhotes, os quais, por ainda estarem
em processo de desenvolvimento do sistema imunoldgico, podem ser mais susceptiveis a

doencas infecciosas pela elevada carga de contaminantes (JEPSON et al., 1999).

A questdo ecologica dos animais também pode ter contribuido para essa maior
mortalidade de filhotes e fémeas maturas. Na Baia de Sepetiba os botos-cinza vivem em
grandes agregacdes com mais de 100 individuos (FLACH et al., 2008a; DA SILVA et al.,
2010). Além disso, é conhecido que estas agregacdes de botos-cinza tém maior presenca
filhotes que os pequenos grupos (DIAS et al., 2009), que facilita a maior transmissédo do
virus a esse grupo de animais. Pela analise de funcdo discriminante (item 4.1.4) foi
possivel observar que fémeas maturas e imaturos ndo apresentaram diferenca significativa
entre os perfis de OCs, e que para parte dos machos maturos, foi observado um perfil
distinto em relacdo aos outros grupos. Tal resultado sugere que possivelmente estes
animais se alimentam de fontes distintas, achado também ja reportado por Santos-Neto
(2017). A hipdtese para uma menor contaminacdo e morte nesse grupo pode ser explicada
por consequéncia dos machos da populacdo se afastar das grandes agregacdes em grupos
menores, assim diminuindo o potencial de contagio do morbilivirus, visto que é uma
doenca altamente contagiosa (JO et al., 2018). Outra hipotese, como ja mencionado sobre a
remobilizacdo dos compostos nas fémeas e a disponibilidade deles durante a amamentacao
dos filhotes, € que na maioria dos machos maturos, os OCs estariam mobilizados na
camada de gordura, apresentando uma menor circulacdo no organismo do animal,

possivelmente deixando 0s animais menos suscetiveis.

Muitos individuos doentes observados em campo apresentavam condi¢cdes
corpéreas anormais, como por exemplo, escapulas e costelas evidentes, demonstrando
emagrecimento (FLACH et al., 2018). Pelo menos 88% dos individuos recolhidos mortos
estavam sem ingesta no trato gastrointestinal (CUNHA et al.,, 2020 — no prelo) uma

caracteristica ja observada para golfinhos-listrado (Stenella coeruleoalba) com
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morbilivirus no Mar Mediterraneo (MARTINEZ-LOPES et al., 2019) ja que as condigbes
de saude dos animais podem alterar a capacidade de forrageamento. Estudos demonstram
que durante intensa demanda energética e inanicdo, reservas energéticas da camada de
gordura podem ser remobilizadas para suprir as necessidades metabdlicas dos individuos
(MARKUSSEN, 1995; LUNDIN et al, 2016). Fémeas maturas durante o EMA
apresentaram concentraces maiores do PCB 28, que € um dos PCBs com menor nimeros

de cloros, tal resultado sugere que possa ter ocorrido uma remobilizacdo deste composto. .

Ainda que em menor mortalidade de individuos machos (10,7%) durante 0 EMA
(CUNHA et al., 2020 — no prelo), dois botos-cinza machos doentes chamaram atengcéo no
universo amostral do presente estudo. Esses dois individuos morreram no final do evento
(fevereiro-marcgo), exibindo pessima condicdo corpdrea e atrofia do musculo epaxial, o que
pode sugerir uma infeccdo cronica pelo morbilivirus (de alguns meses). As concentragdes
de OCs foram as mais altas reportadas no trabalho (531144.51 e 738827.55 ng/g lip de
¥PCB), no entanto se deve avaliar o resultado com cautela, ja que o percentual lipidico dos

animais foi baixo (1,81 e 3,83 %lip; respectivamente).

Foi estimado que esses animais perderam em média 30 kg de massa muscular,
chegando a 24% do peso total, além de uma diminuicdo da camada de gordura
(MANHAES et al., 2021). Ainda que as concentragbes de compostos organicos sejam
preferencialmente acumuladas na gordura, o musculo quando comparada a carga corporea,
€ 0 segundo tecido com maiores concentracdes (YORDY et al., 2010b). O catabolismo do
musculo e consumo da camada de gordura em momentos de inani¢do pode disponibilizar
grandes concentraces de OCs na corrente sanguinea, como também para outros 0rgéos
vitais (YORDY et al., 2010a). Além do catabolismo do musculo, foram encontradas lesdes
ictéricas no figado de alguns individuos durante 0 EMA (GROCH et al., 2020) patologia ja
descrita para animais com infeccdo por morbilivirus (DOMINGO et al., 1992) o que
demonstra um grande dano ao 6rgdo. O figado é um drgdo com grandes reservas lipidicas,
e ja foram reportadas elevadas concentracdes para botos-cinza da regido norte do Rio de
Janeiro (LAVANDIER et al., 2015). Analises do figado em animais com morbilivirus
sugerem que ha uma mobilizacdo dos compostos organoclorados deste 6rgdo para a
corrente sanguinea (AGUILAR & BORREL 1994) o que possivelmente pode ter ocorrido

com os botos-cinza que apresentavam essas lesoes.

Apesar das concentracBes encontradas nesses dois individuos ndo serem

representativas de toda populacdo, elas demonstram a severidade da infeccdo por um
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patbgeno nos animais, possivelmente disponibilizando elevadas concentracdes de
compostos organoclorados. Estas concentracdes estdo na mesma ordem de grandeza de
orcas (Orcinus orca) e golfinhos-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) (JEPSON et al.,
2016) que apresentam um tamanho corpGreo superior ao boto-cinza. Estudos a partir de
modelagem preditiva nestas duas espécies de delfinideos, demonstram um forte declinio
das populacBes nos proximos 100 anos atrelado as elevadas concentragdes de PCBs
(DESFORGES et al., 2018) e principalmente quando ha entrada de um patégeno na
populacdo (HALL et al., 2018). Ainda, recentemente outros casos de CeMV em baleia-
franca-austral (Eubalaena australis) e orca (Orcinus orca) foram relatados no Brasil
(GROCH et al., 2020b, 2019). E importante reconhecer a possibilidade ocorrer por outro
evento de mortalidade nessa populacdo de botos-cinza, como ja foi relatado para outras
populacdes de golfinhos (CASTRILLON et al., 2010; KECK et al., 2010; CASALONE et
al., 2014). A elevada mortalidade de animais neste evento & um alerta para as diferentes
fontes de impactos antrépicos, em destaque, a contaminacdo ambiental. Assim, é
preocupante as elevadas concentracbes de compostos organoclorados com potencial
imunossupressor combinados ao EMA nos botos da Baia de Sepetiba, principalmente por

terem o potencial de alterar a abundancia dessa populacao.

5.2 Perfil de contaminacéo por compostos organoclorados

O perfil de contaminacdo dos botos-cinza permaneceu similar entre os animais
coletados antes, durante e pdés EMA, com pequenas modificacdes relacionadas a
contribuicdo do metabolito p.p - DDE nos animais imaturos e machos maturos pos o EMA,
que apresentou maior porcentagem. A grande parte dos animais apresentou atrofia no
musculo epaxial, ou seja, 0 musculo foi catabolizado mais rapidamente que a camada de
gordura, o que pode nao ter modificacdo do perfil de contribuicdo dos compostos
organoclorados no tecido adiposo. A permanéncia do mesmo perfil de contaminag&o,
sugere que a doenca acometeu os animais de forma aguda.. E reportado que para focas-do-

porto (Phoca vitulina) a resposta para momentos de inanigdo, seja a catabolizacdo da
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camada de gordura primariamente, onde 75% da energia usada é proveniente deste tecido
(MARKUSSEN, 1995).

As maiores concentragdes evidenciadas nos botos-cinza no presente estudo séo
para 0s PCBs e DDTs em comparagdo com 0s outros compostos analisados, que seguiu 0
padréo de Mirex em concentracdes maiores que HCHs e com as menores concentragdes, o
HCB (Tabela 4). Sobretudo, dentre os dois compostos mais abundantes, os PCBs foram os
malis representativos, apresentando concentragdes pelo menos cinco vezes maior que 0S
DDTs. Tais resultados evidenciam que a regido sudeste esta sob maior influéncia de
indastrias e principalmente de um grande adensamento populacional (AGUILAR;
BORREL, 1994). Em um estudo com botos-cinza no Suriname, as concentragdes de PCBs
foram abaixo do limite de detecgdo, sendo menores que 0,4 ng/g lip (KOEMAN et al.,
1972). Assim como evidenciado para o golfinho-nariz-de-garrafa-indo-Pacifico (Tursiops
aduncus) e golfinho-listrado (Stenella longirostris) na regido leste da Africa (MWEVURA
et al., 2009). Para ambos os estudos, o0s autores atrelaram a auséncia de PCBs ao baixo
desenvolvimento industrial da regido. Em botos-cinza amostrados em Cananéia, Sdo Paulo
e Paranagua no Parana, o perfil encontrado foi de maiores concentracdes de DDTs em
relacdo aos PCBs, 0 que demonstra uma maior influéncia agricola na regido (YOGUI et al.,
2003; LAILSON-BRITO et al., 2010) diferente dos botos-cinza da Baia de Sepetiba.

Em um estudo com sedimento, material particulado e bivalves filtradores na Baia
de Sepetiba, foi evidenciada a presenca de PCBs em maiores niveis comparado aos DDTs
(GALVAO et al., 2014). As concentracdes encontradas nos bivalves filtradores s&o
menores que dos botos-cinza, no entanto, uma vez que é conhecido o potencial de
biomagnificacdo desses compostos (BORGA et al., 2001; GUI et al., 2014; CONSOLINI
et al., 2017),as elevadas concentracdes encontradas nos botos-cinza da Baia de Sepetiba
reforcam o fato desses compostos aumentarem as concentraces ao longo da teia trofica
(GRAY, 2002). Mesmo que os bivalves ndo sejam presas diretas do boto-cinza, esses
individuos estdo presentes na teia trofica da Baia de Sepetiba e com base em dados que
corroboram no processo de biomagnificacdo de compostos organoclorados, é esperado que
0 mesmo possa ocorrer neste cenario, onde ao longo das relacdes troficas, podem chegar

até animais topo de cadeia como 0s botos-cinza.

Os PCBs tiveram sua principal fonte para a regido por conta de formulagdes
utilizadas no Brasil sobre a nomenclatura de Askarel®. Apesar da proibicdo do
recebimento e utilizagcdo no Brasil, em 1981 (PENTEADO & VAZ, 2001), a sua alta
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persisténcia no ambiente faz com que esses compostos ainda sejam encontrados em
elevadas concentracfes (JONES & VOOGT, 1999). O Askarel® apresentava em sua
constituicdo, em maior parte, compostos hexa e hepta-clorados, ou seja, moléculas com
seis e sete atomos de cloro. E conhecido que tais congéneres sdo de dificil degradacio
(BORJA et al., 2005) e apresentam alta aderéncia a sedimento e material particulado
(SPARLING, 2016). Assim permanecem no ambiente por longos periodos de tempo,
corroborando com os achados do presente estudo, onde se evidenciou uma maior
contribuicdo de congéneres hexa e hepta-cloro no XPCB, variando de 80-85% de

contribuicdo no percentual dos individuos analisados (Gréfico 6).

Tanto para botos-cinza, como para outros delfinideos analisados na costa do Rio
de Janeiro, o perfil de contaminacéo segue esse mesmo padrdo, com maiores concentracdes
de compostos hexa e hepta, em destaque para os PCBs 153, 138 e 180 (LAILSON-BRITO
et al, 2011; LAILSON-BRITO et al, 2012; OLIVEIRA-FERREIRA, 2020).
Diferentemente dos botos-cinza analisados no presente trabalho, delfinideos da regido
nordeste do Brasil como o golfinho-de-Fraser (Lagenodelphis hosei) e o golfinho-pintado-
do-Atlantico (Stenella frontalis) apresentaram as maiores concentracdes para o PCB 158.
Os autores atrelaram essa diferenca, principalmente a alta mobilidade dessas espécies e a
grande area de forrageio, em maior parte na regido da plataforma continental. Para os
botos-cinza analisados no nordeste, o perfil foi similar, com maiores concentracfes de
hexa/hepta-clorados (PCBs 153, 138 e 180), uma vez que também ocupam a regiao
costeira (SANTOS-NETO et al., 2014).

Em um estudo realizado nas baias costeiras do Rio de Janeiro, foi evidenciada a
contaminacdo por PCBs na Baia de Sepetiba em sedimento de regides de mangue e
desembocadura de rios, em concentracdes de até 20 ng/g, diferente das concentracbes de
DDT que ultrapassaram 100 ng/g. Essas altas concentracdes de DDT e seus metabdlitos
apresentaram um perfil de contribuicdo diferente entre regibes da Baia de Sepetiba
(JAPENGA et al., 1988). Os autores encontraram diferencas no perfil entre o ponto
amostrado no canal (maior concentracdo de p.p’- DDT) e o ponto mais interno da baia
(maior concentragdo de p.p’- DDE) e atribuiram principalmente as maiores concentracfes
de DDT pela entrada recente, ja que o estudo foi feito na época que os DDTs haviam sido
recentemente banidos, além de uma possivel menor degradacdo biol6gica na area. O perfil
dos botos-cinza é principalmente de maiores contribuicdes de p.p’-DDE, sendo a razéo

entre o p.p’-DDE/ZDDT de 0,70 o que evidencia que esses compostos ja sofreram
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desidroclorinacdo, ao longo desses anos disponiveis no ambiente. Aguilar e colaboradores
(1984) atribuiram a razdo de 0,60 como um indicativo de entrada antiga de DDT no
ambiente, e como observado nos botos-cinza, possivelmente hd pouca entrada recente de

DDT nessa regido.

Dentre os demais pesticidas clorados analisados no presente estudo, o perfil de
contribuicdo nos botos-cinza foi de maiores concentragdes de Mirex em relacdo aos HCHs
e HCB. O Mirex é constituido de 12 cloros em sua molécula, o que o faz ter uma grande
persisténcia no ambiente, e principalmente uma alta afinidade com tecidos gordurosos
(ATSDR, 1995). Diferente dos HCHs e HCB que sdo compostos com seis 4tomos de
cloros e apresentam uma menor lipofilicidade (ATSDR, 2015). Tais compostos sdo
extremamente volateis, e estdo principalmente em maiores concentracdes em regides
polares e temperadas, devido ao transporte atmosférico (GOUIN et al., 2004). Outro fator
que pode ocasionar as menores concentracfes desses compostos é a taxa de degradacéo e
meia vida. Em regides tropicais € conhecido para 0 HCB que a taxa de degradacao ¢ mais
rapida (230 dias) que em regibes polares (2292 dias) (WANIA & MACKAY, 1995)

principalmente pela fotodegradacdo que ocorre em regifes com maior incidéncia de luz.

5.3 Influéncia dos parametros bioldgicos na acumulacdo dos compostos

organoclorados

As maiores concentracdes de compostos organoclorados nos machos maturos e
individuos imaturos, bem como o aumento das concentragfes com o aumento da idade,
reportadas no presente estudo, corroboram com diversos trabalhos sobre bioacumulacéo de
compostos organoclorados em cetaceos (AGUILAR & BORELL 1995; YORDY et al.,
2010; KO et al., 2014). Machos acumulam esses micropoluentes ao longo da vida, ao
contrario das fémeas, que durante a gestacdo e lactacdo, transferem para seus filhotes
grande parte de sua carga de contaminantes (KAJIWARA et al., 2008) como ja reportado
no item 4.2 e serd discutido no proximo item (5.2). Nao houve diferenca entre as

concentracdes de compostos organoclorados dos botos-cinza imaturos sexualmente, sendo



88

machos e fémeas imaturos, apresentando concentragdes similares. Estes resultados sdo
reportados na bibliografia, também para outras espécies de cetaceos (HICKIE et al., 2007;
KRATOFIL et al., 2020). Em orcas (Orcinus orca), por exemplo, as concentracdes de
POPs comecam a divergir a partir de 14 anos, com a maturacdo sexual (HICKIE et al.,
2007). Nos botos-cinza, as concentragcbes comecam a divergir, entre seis anos para fémeas

e sete anos para machos quando atingem a maturidade sexual (SANTOS-NETO, 2017).

Diferengas no perfil de contaminagdo dos botos-cinza da Baia de Sepetiba foram
anteriormente relatados por Santos-Neto (2017). Ao analisar o perfil de contaminagéo por
compostos organobromados, o autor evidenciou perfis distintos entre fémeas e machos
maturos, sugerindo que a &rea de forrageio dos animais pode ser diferente. Este fato
corrobora com os achado do presente estudo, onde os machos tiveram um perfil distinto
das fémeas maturas. Em outro estudo, através da analise de isdtopos estaveis, 0s autores
observaram uma grande variacio no 83C em parte dos individuos amostrados, de ambos
0s sexos. Os autores e sugerem que parte dos animais, possam se alimentar de diferentes
fontes alimentares, e que possivelmente alguns animais se alimentem fora da Baia de
Sepetiba, enquanto outros se alimentam dentro da baia (BISI et al, 2013). Em
consequéncia do padrdo de circulacdo das aguas da Baia de Sepetiba, a baia é dividida
entre a regido interna com caracteristicas estuarinas, devido o aporte dos rios e regido
externa, com caracteristicas oceanicas, em consequéncia das aguas da plataforma
continental (FEEMA, 2006; TUBBS et al., 2012). A frequéncia das avistagens do botos-
cinza da Baia de Sepetiba é maior na entrada da baia que na regido interior (FLACH et al.,
2008) tais caracteristicas ambientais podem modificar o padrdo de contaminacao da regido,
e consequentemente o perfil dos animais que se alimentam preferencialmente em cada

area.

Além da utilizacdo de area, a dieta dos botos-cinza da Baia de Sepetiba apresenta
uma grande variedade de presas, algumas delas exclusivas de cada classe etaria. Por
exemplo, espécies como o bagre-amarelo (C. spiixii), oveva (L. breviceps) e o robalo
(Centropommus sp.) foram presas exclusivas dos machos maturos (ARAUJO, 2012). Outra
diferenca observada foi em relacdo ao indice de importancia relativa (I11R) das presas entre
as classes etarias. Machos maturos tiveram uma maior importancia para espécies como a
sardinha-boca-torta (Cetengraulius edentulus) e a corvina (Micropogonias furnieri),

enquanto as fémeas maturas, o bagre (Sciadeichthys luniscutis) e a tainha (Mugil sp.). Ja
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para 0s juvenis os mais importante foram o Goete (Cynoscion jamaicensis) e a corvina
(Micropogonias furnieri) (ARAUJO, 2012).

O boto-cinza normalmente utiliza aguas rasas, de 6-11 metros de profundidade
(FLACH et al., 2008) e uma hipdtese sugerida por Araujo (2012) é que fémeas por estarem
com seus filhotes e juvenis, tenham uma menor capacidade de mergulho e predem presas
menores na superficie, diferentes dos machos, que podem realizar mergulhos mais
profundos, e predam presas maiores. A predacdo de diferentes tamanhos de peixes, em
diferentes faixas etarias pode influenciar nas diferencas de concentracfes entre machos e
fémeas, visto que peixes também podem passar pelo processo de bioacumulagdo de
compostos organoclorados ao longo da vida, e em geral apresentam maiores concentragdes
de POPs com o aumento do tamanho corporeo (VIVES et al., 2005; DERIBE et al., 2011).

5.4 Transferéncia materna

Quatro pares de fémeas e fetos foram avaliados em relacdo a transferéncia
placentaria. O feto com maior razdo de transferéncia tinha aproximadamente nove meses
de gestacdo, equivalente a 75% do tempo total. Em contrapartida, os outros trés fetos
tinham aproximadamente seis meses, que representa metade do tempo de gestacdo dos
botos-cinza (SANTOS-NETO, 2017), apresentaram uma menor taxa de transferéncia.
Contudo, as elevadas concentracGes reportadas para esse grupo de fetos é parte da
depuracdo que ocorreria nos 12 meses de gestacdo dos botos-cinza. As menores
concentracdes foram de um feto de uma fémea de 15 anos, a mais velha do grupo amostral
de fémeas/feto, o que pode sugerir, provaveis gestacGes anteriores e transferiu grande
parte da sua carga de contaminantes nas primeiras gestacbes (COCKCROFT et al., 1989).
Ja as maiores concentracGes foram de um feto de uma fémea de 13 anos, que pode indicar
ser uma fémea primipara ou que teve poucas gestaces (COCKCROFT et al., 1989;
BORREL et al., 1995; SCHWACKE et al., 2002).

Esses resultados demonstram o grande impacto aos primeiros filhotes gerados,

que recebem as maiores concentragfes transferidas da fémea. Nos fetos analisados, as
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concentracdes variaram de 6318,99 — 1747,44 ng/g lip para XPCB e 1369,33 — 90,18 ng/g
lip para ZDDT no tecido adiposo. Entretanto, conforme Wang e colaboradores (2012) em
focas-do-Porto (Phoca vitulina richardii) PCBs transferidos para os fetos acumulam
preferencialmente no figado e cérebro, assim a carga de contaminantes que esses animais
estdo expostos na primeira fase de desenvolvimento pode ser ainda maior do que as

concentragdes presentes no tecido adiposo reportadas aqui.

Um dos fetos analisados apresentou concentracdes trés vezes maiores a um feto de
boto-cinza analisado na Baia de Guanabara, que havia concentracdes de 2620 ng/g lip de
YPCB (DA SILVA et al., 2003). Este é o ambiente mais degradado de toda a distribuicdo
do boto-cinza, onde a populacdo diminuiu 37% entre os anos de 2000 e 2015 (AZEVEDO
et al., 2009, 2017) onde as elevadas concentraces de PCBs ja foram atreladas ao baixo

sucesso reprodutivo de fémeas dessa populacdo (MANHAES et al., 2018).

Os pesticidas p.p’- DDE e p.p’- DDD tiveram razdes de transferéncia maiores
proximas ou igual a 1, pela maior facilidade de transferéncia em consequéncia do nimero
de cloros da sua molécula, que apresenta 4 cloros (BORREL & AGUILAR, 2005) em
comparagdo com o p.p’- DDT que apresenta 5 cloros, e foi encontrado em apenas um feto.
O perfil de contaminacdo de PCBs dos botos-cinza da Baia de Sepetiba tem pouca
contribuicdo de compostos leves (bicloro, tricloro e tetracloro), sendo que as fémeas
analisadas apresentaram concentracfes baixas destes compostos. Estudos apontam que tais
congéneres sdo os mais facilmente remobilizados e transferidos das fémeas para os filhotes
principalmente pelo menor kow quando comparado a PCBs com maior grau de
cloracdo,tendo uma menor afinidade com os lipidios (BORREL & AGUILAR, 2005;
DESFORGES et al., 2012; HARAGUCHI et al., 2009). Apenas para um par de mae e feto,
as maiores raz@es de transferéncia foram para compostos tricloro. No restante, as maiores
concentracdes e as maiores razdes de transferéncia para os PCBs foram dos compostos
pentacloro, hexacloro e heptacloro, isso principalmente pelo perfil de contaminacdo da
regido. O Mirex teve pouca transferéncia das fémeas para os fetos, presente em apenas um
feto. Este composto é constituido de 12 atomos de cloro e um Kow alto (log 6,9)
(SPARLING, 2016) o que pode dificultar a sua remobilizacdo por ter grande afinidade com

lipideos e consequente transferéncia.

Aléem da gestacdo, grande parte da carga de contaminantes é transferida via
lactacdo, o leite dos cetaceos rico em lipideos, tem elevadas concentragdes de compostos

organoclorados, principalmente devido seu carater lipofilico (ADDISON; BRODIE, 1987;
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HARAGUCHI et al., 2009). Neonatos, ainda que com concentracdes menores durante o
EMA que os animais coletados antes do EMA, apresentavam niveis de OCs extremamente
elevados (média de 18442.81 ng/g lip de ZPCB e 3671.08 ng/g lip de XDDT). As menores
concentragdes encontradas nos neonatos durante o EMA podem refletir uma diminuigédo na
amamentacdo desses filhotes em consequéncia da morte de suas médes, ja que houve uma
grande mortalidade de fémeas durante o EMA (CUNHA et al., 2020 - no prelo). Ou ainda
pode sugerir uma menor producdo de leite nas fémeas, por ser uma atividade que requer
alta demanda energética (RECHSTEINER et al., 2013) e grande parte dos animais estavam
sem se alimentar (CUNHA et al., 2020 — no prelo; GROCH et al., 2020a). No entanto,
mesmo com 0S menores niveis encontrados, 50% dos neonatos analisados apresentaram
concentracdes de XPCB maiores que as reportadas de 17000 ng/g lip responsaveis por
acarretar efeitos imunossupressores nos mamiferos marinhos adultos (KANNAN et al.,
2000). Além de trés neonatos que apresentaram concentracfes maiores que o limite de
41000 ng/g lip £PCB (HELLE et al., 1976; JEPSON et al., 2016) nivel elevado de

concentracdes capaz de causar efeitos adversos.

Um dos individuos neonatos dois anos apresentou *PCB de 79185,98 ng/g lip,
assim, considerando que as concentracGes de neonatos sdo quase que em totalidade da
mée, esses valores evidenciam concentracdes elevadas de PCBs nas fémeas, pelo fato de
que mais de 80% da carga de contaminantes da fémea ser transferida para os filhotes
(COCKCROFT et al, 1989; KAJIWARA et al.,, 2008). Hall e colaboradores (2006)
demonstram por meio de modelagem preditiva que concentracdes acima de 10000 ng/g lip
de XPCB na mée acarretaria em uma menor sobrevivéncia dos filhotes nos primeiros seis
meses de vida, 75% dos neonatos analisados ultrapassaram esse nivel, contudo, esse limite
é para fémeas de golfinho-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) que apresentam um
tamanho corporeo maior (maximo 380 cm e 650 kg) do que o boto-cinza (Sotalia
guianensis) (maximo 220 cm e 120 kg) (JEFFERSON et al., 2015). Assim, a dose-resposta
capaz de interferir na sobrevivéncia dos filhotes de boto-cinza pode ser ainda menor. As
elevadas concentragdes observadas tanto para os fetos, quanto para 0s neonatos, sdo uma
grande ameaca para a manutencdo das populacGes de botos-cinza na Baia de Sepetiba, uma
vez que o baixo sucesso de sobrevivéncia dos filhotes pode levar as populacdes de cetaceos
ao declinio ao longo dos anos (DESFORGES et al, 2018; HALL et al., 2018).
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5.5 Variacdo temporal das concentragdes de compostos organoclorado nos botos-

cinza da Baia de Sepetiba

Foi encontrado um aumento significativo das concentracfes de compostos
organoclorados nos botos-cinza da Baia de Sepetiba entre aos anos de 2007 a 2019, isso
para todos 0s cenarios em que foram avaliados, incluindo animais maturos sexualmente ou
ndo. Este padrdo é o contrério do observado para cetaceos no hemisfério norte, em que as
concentracdes estdo diminuindo ou permanecem estaveis (JEONG et al., 2019; JEPSON et
al., 2016; LAW et al., 2012). Os autores destes trabalhos sugerem que sejam pelas medidas
de proibicdo do uso desses contaminantes. No entanto, devido as caracteristicas fisico-
quimicas dos compostos organoclorados, principalmente relacionados a persisténcia e forte
adsorcdo em sedimento e material particulado, estes podem ficar imobilizados no ambiente

por longos periodos (WHO, 1992) e serem disponibilizados por algum disturbio ambiental.

Os periodos de maiores concentrac6es observados no presente estudo podem estar
fortemente correlacionados com alterac6es ambientais conhecidas na Baia de Sepetiba. Ao
longo dos anos, com o desenvolvimento econdmico, foram observadas diversas
modificagdes ambientais na regido (MOLISSANI et al., 2004; SILVA-FILHO &
MAGRINI, 2016). O aumento da atividade portuaria resultou em operacdes de dragagem,
para aterramento, ou para manutencdo do calado no canal de navegacdao (MOLISANI et al.,
2004; MONTEZUMA, 2007). Assim como também, a transposic¢do do Rio Paraiba do Sul,
que configura uma das maiores fontes de sedimento para a regido (MOLISSANI et al.,
2006; JORDAO, 2017). Para o golfinho-corcunda-australiano (Sousa sahulensis) e
Golfinho-de-heinsohn (Orcaella heinsohni) na Australia, os autores atrelaram o aumento
das concentracbes de PCBs e DDTs nos ultimos 15 anos também aos disturbios
ambientais, como inundacbes e erosdes que redisponibilizam sedimento e
consequentemente contaminantes para a regido de ocorréncia dessas espécies (CAGNAZZI
et al., 2020).

Entre os anos de 2011-2014 para a manutencdo do canal de acesso ao porto foram
dragados sete milhdes de m® na regido (RODRIGUES, 2019). Dados anteriores
demonstraram que entre os anos de 2007-2008, 20 milhdes de toneladas de sedimento

foram retirados do fundo da baia para aterramento de empreendimentos portuarios, assim
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como em 2010, foi dragado 2,5 milhdes de m?® para a construcdo da ponte do terminal
maritimo na llha Guaiba (BASTOS & BASSANI, 2012). Esse padrdo com maiores
concentracdes para 0s anos 2007-2008 pode ser observado no modelo do XDDT nos
individuos imaturos, no entanto, por limitacdo de dados prévios a esse periodo ndo é
possivel saber o quanto essas concentragdes aumentaram. O declinio demonstrado pelo
modelo nos anos de 2009-2010 pode ter sido influenciado por ser um ano de gap nos
dados.

Estudos apontam que h& uma redisponibilizacdo de contaminantes com a
suspensdo de sedimento e material particulado (VAN DEN BERG et al, 2001,
MOLISSANI et al., 2004). Torres e colaboradores (2009) na regido do porto de Santos, em
S&@o Paulo, encontraram uma maior contaminacdo de metais pesados, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HPAs) e PCBs nos solidos suspensos dragados em relacdo ao
sedimento natural, assim como também uma alta disponibilidade destes. Os compostos
organoclorados de diferentes graus de cloragdo tiveram um comportamento distinto. Os
compostos mais recalcitrantes (PCB 153, 138 e 180) que sdo heptaclorados demonstraram
0 mesmo comportamento com constante aumento nas concentragdes, ja para 0S cCompostos
(PCB 101 e 118) e XDDT (para os machos) ambos penta clorados, o aumento foi marcado
nos anos de 2013-2014, seguidos de uma diminuicdo. Estes resultados podem ser
principalmente devido a diferenca de adsorcdo desses compostos, pois conforme menor
namero de cloros é observado uma menor adsor¢cdo com o sedimento (WHO, 1992). Com
isso, podem ser mais facilmente disponibilizados no ambiente durante a suspensdo de

sedimento.

Nos modelos incluindo fémeas maturas, o aumento das concentra¢es do TPCB e
dos congéneres demonstrou que mesmo as fémeas transferindo grande carga desses
compostos para os filhotes durante gestacdo e lactacdo, as concentracGes continuam
aumentando ao longo dos anos. Diferentemente do que ocorreu com o XDDT, que nédo
demonstrou aumento para as fémeas. Este resultado pode ser explicado pelas altas razdes
de transferéncias que foram préximas ou maior que 1 nas fémeas e fetos do presente
estudo. Ou ainda assim, a diminuicdo da carga desses contaminantes ao longo do tempo,
pela menor entrada de p.p’- DDT e maior ocorréncia do seu metabdlito p.p’- DDE, que €
resultado da degradagéo do p.p - DDT (ATSDR, 2002).

A partir da analise de funcdo discriminante em que foi utilizado apenas individuos

imaturos, foi possivel observar um perfil distinto entre os principais periodos amostrados.
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Os resultados demonstrando que houve uma modificacdo ambiental, resultando em uma
alteracdo de perfil dos animais. Os maiores valores de distancia encontrados na analise de
funcéo discriminante foram encontrados nos individuos do periodo de 2011 a 2016, em
relacdo aos outros periodos amostrais analisados. Contudo, outra hipOtese para essa
diferenca de perfil, somada as dragagens e a transposicdo do Rio Paraiba do Sul, pode ter
sido uma mudanca na dieta dos botos-cinza. Aradjo (2012) demonstrou que a presa
preferencial dos animais da Baia de Sepetiba, no periodo amostrado de 2005-2011, foi a
sardinha-boca-torta (Cetengraulis edentulus). J& uma andlise no periodo de amostragem
mais recente (2017-2020), demonstrou que a presa preferencial foi a corvina
(Micropogonias furnieri) (MAQUA — dados ndo publicados). Apesar das duas espécies de
presas serem 0s mais presentes na dieta do boto-cinza, a diferenca no indice de importancia
e de biomassa consumida pode ter uma influencia no perfil de contaminagdo dos

individuos.
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CONCLUSOES

Os botos-cinza analisados antes, durante e pés EMA ndo apresentaram diferencas
nas concentracbes da maioria dos compostos organoclorados, rejeitando a hipétese de que
teriam maiores concentragdes durante o EMA.

Para fémeas maturas as concentracdes do PCB 28 foram maiores durante o EMA
sugerindo que houve a remobilizacdo desse composto de outros tecidos.

As concentracOes do XPCB para grande parte dos botos-cinza analisados, excedeu
os limites toxicos propostos que podem causar efeitos imunossupressores.

Machos maturos e individuos imaturos ndo apresentam diferenca entre as
concentracdes de compostos organoclorados.

Existe aumento das concentracdes de compostos organoclorados em machos com
a idade.

Fémeas maturas apresentam as menores concentrages de compostos
organoclorados, principalmente devido a transferéncia durante a gestacao e lactacao.

Existe uma diminuicdo das concentracGes de compostos organoclorados (HCB,
YPCB, congéneres PCBs 101, 151, 118, 153, 141, 138, 158, 187, 177, 180, p.p - DDE,
p.p’- DDD, p.p’- DDT e ZDDT) com 0 aumento da idade das fémeas.

Ha uma diferenca no padrdo da bioacumulacdo de compostos organoclorados
entre fémeas maturas e machos maturos, 0 que pode ser devido ao uso de habitat e
alimentacdo em diferentes teias troficas, como também a transferéncia materna.

Houve transferéncia placentaria dos compostos organoclorados das fémeas para 0s
fetos. E as maiores razdes de transferéncia foram para o feto com maior tempo de gestacao.

Os compostos que tiveram as maiores razdes de transferéncia das fémeas para os
fetos foram os pesticidas p.p - DDD e p.p - DDE.

Houve transferéncia lactacional dos compostos organoclorados das fémeas para
neonatos.

Neonatos antes do EMA apresentaram maiores concentracdes de compostos
organoclorados que individuos durante 0 EMA.

As concentracfes do XPCB para 75% dos neonatos excederam os limites que
prejudicam a sobrevivéncia de filhotes.

Houve aumento das concentra¢fes de compostos organoclorados entre 0s anos de
2007 a 2019 para animais imaturos e maturos sexualmente.

Né&o houve aumento das concentracdes de p.p - DDT para fémeas maturas durante
0s anos de 2007 a 2019.
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Compostos organoclorados menos recalcitrantes (PCB 101 e 118) tiveram um
evidente aumento durante os anos de 2013 e 2014.

Houve diferenca no padrdo de bioacumulacdo dos compostos organoclorados
entre 0os anos de 2007-2008; 2011-2016 e 2017- 2019, evidenciando que houve um
disturbio ambiental que modificou o perfil de acumulacdo desses compostos nos botos-
cinza da Baia de Sepetiba.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir do presente estudo pode se verificar as elevadas concentragcdes de
compostos organoclorados que o0s botos-cinza da Baia de Sepetiba estdo expostos em todas
as fases de vida e ao longo do tempo. Apesar das concentragdes de compostos
organoclorados nos individuos antes, durante e p6s EMA causado pelo morbilivirus, ndo
demonstrarem diferenca significativa, é eminente a grande ameaca que a espécie esta sendo
exposta, incluindo esses poluentes como um fator potencial para a maior mortalidade de
animais na Baia de Sepetiba, em comparagdo com a Baia da Ilha Grande. Para grande parte
dos individuos analisados, as concentragdes de compostos organoclorados como os PCBs
foram maiores que limites toxicos estimados capazes de acarretar efeitos deletérios em
mamiferos marinhos (KANNAN et al., 2000; HELLE et al., 1976; JEPSON et al., 2016).
Os dois individuos com as maiores concentracbes do presente estudo, demonstram a
severidade da infeccdo por um patégeno na saude dos animais e a possivel

redisponibilizagdo de compostos organoclorados para a corrente sanguinea.

Fémeas maturas apresentaram as menores concentracdes de compostos
organoclorados e machos maturos apresentaram as maiores concentragdes, no entanto nao
foi encontrada diferenca significativa entre os individuos imaturos e os machos maturos.
Para esse grupo foram encontradas correlaces significativas e positivas em relacdo a
idade, enquanto que para as fémeas maturas, as correlagdes foram significativas e
negativas. Dentro desse contexto, se evidenciou altos niveis de compostos organoclorados
em fetos e neonatos oriundos da transferéncia materna, a partir da gestacao e lactacdo. Tal
achado remete a uma grande preocupacdo com a manutencdo desta populagéo, visto que as
elevadas concentracdes estdo acima dos limites propostos, que podem acarretar uma maior

mortalidade de filhotes nos primeiros meses de vida (HALL et al., 2006).

Além disso, o indicativo do aumento das concentracbes de compostos
organoclorados de 2007 a 2019 em individuos imaturos e maturos, principalmente entre os
anos de 2013 e 2014, em conjunto com os diferentes padrdes de bioacumulagéo entre esses
periodos amostrados, demonstrou que houve uma modificacdo ambiental, possivelmente
em consequéncia dos processos antropicos que a regido da Baia de Sepetiba esta sujeita.

Os botos-cinza sdo considerados sentinelas da contaminacdo ambiental, e refletem a
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biodisponibilidade de tais contaminantes. Assim a anélise dos compostos organoclorados
nos botos-cinza pbde elucidar como distlrbios ambientais podem refletir em todo
ecossistema. E importante ressaltar que além das elevadas concentragdes de compostos
organoclorados encontradas nos boto-cinza da Baia de Sepetiba no presente estudo, esta
populagdo residente encontra-se exposta a um coquetel de outros poluentes, como
compostos organobromados, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, mercdrio, entre
outros elementos traco (SANTOS-NETO, 2017; LAILSON-BRITO et al., 2010; BISI et
al., 2012; MANHAES et al., 2021; MAQUA — dados ndo publicados) o que pode tornar o
efeito sinergético desses contaminantes ainda mais danoso a saude desta espécie de

golfinho.

A entrada de um patdgeno, como o morbilivirus dos cetaceos, na populacdo de
botos-cinza da Baia de Sepetiba juntamente com os diversos impactos negativos que a
populacdo estd exposta, como por exemplo, trafego de embarcacdes, poluicdo sonora,
captura incidental (BITTENCOUT et al, 2020; FLACH, 2015) e principalmente a
contaminacdo ambiental, podem constituir uma grande ameaca a manutencdo da
populacdo. Visto isso, € importante o desenvolvimento de medidas de conservacdo para a
espécie, como também a mitigacdo de impactos ambientais que possam disponibilizar

compostos organoclorados na regido.
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RECOMENDACOES

A partir dos resultados do presente estudo, sugere-se a analise de compostos
organoclorados nos botos-cinza da populacdo da Baia da llha Grande, para futuras
comparacOes. Nesse contexto, é de extrema importancia o monitoramento in situ de ambas
as populacdes, para a identificacdo de possiveis indicios que demonstrem um segundo
surto de morbilivirose. Assim também como o monitoramento de outras doencas
infecciosas que possam acometer os botos-cinza. E recomendada ainda a analise de
biomarcadores de exposicédo e efeito dos compostos organoclorados, como também avaliar
e quantificar parametros da imunidade dos botos-cinza, a fim de detectar os riscos a saude

dessa populacéo.

Ademais, é importante a integracdo do conhecimento a respeito da ecologia dos
botos-cinza da Baia de Sepetiba, como uso de habitat e analise de foto-identificacdo, para
atrelar informagdes de individuos encontrados encalhados, com o registro das atividades
em vida. E recomendada também a manutencio da rede de encalhes, que possibilita em
longo prazo o conhecimento dos botos-cinza da Baia de Sepetiba, e oportuniza a realizagao
de estudos como este, com um grande universo amostral de diferentes periodos. Além
disso, é importante avaliar a coleta de bidpsias dos botos-cinza da Baia de Sepetiba para

mais estudos.

O entendimento da poluicdo da Baia de Sepetiba é extremamente importante
quando atrelado a estudos com a biota, encoraja-se estudos que caracterizem as principais

fontes de contaminantes no meio abidtico, o que inclui agua, sedimento e atmosfera.

Sugere-se a analise de outros contaminantes ambientais nos individuos da
populacdo de botos-cinza da Baia de Sepetiba, como compostos organobromados,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, elementos-traco e poluentes emergentes, a fim de
compreender como a sinergia destes contaminantes pode afetar a salde desta espécie.
Também € recomendado o monitoramento continuo das concentragdes de compostos
organoclorados nos botos-cinza da Baia de Sepetiba, visto que diante dos impactos que a
regido vem sofrendo, a perspectiva € que as concentragdes continuem aumentando ao

longo dos anos. E importante suprir as lacunas de dados entre os anos de 2009, 2010 e
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2012 da analise de variacdo temporal, para que o panorama do aumento das concentragdes

nessa populacdo seja melhor explicado.
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APENDICE - Parametros bioldgicos e concentragdes de HCB, THCH, Mirex, XDDT ¢ ZPCB em ng/g lip de botos-cinza (Sotalia guianensis)
imaturos, fémeas maturas e machos maturos da Baia de Sepetiba, Brasil.

Categoria n CT Idade %Lip HCB >HCH Mirex >DDT >PCB
Imaturos 25 170+ 8 5+2 35,99 +16,79 27,12+26,99 93,47 +152,99 252,47 +45835 6210,14 +6002,33  53294,58 + 56498,09
154 - 186 3-9 11,64-71,45 0,11-14424 0,58 -675,23 0,17 - 2177,82 636,69 - 24321,74 6619,20 - 255695,93
171 5 33.07 23.29 34.15 819.83 4046.06 38897.38
Fémeas maturas 21 185+5 15+6 37,67+16,51 8,20+9,76 43,64+109,44 118,82+203,44 1288,67+1380,48  13907,20 + 16476,80
176 - 195 5-28 1,88-6578 0,11-32,66 0,58-479,04 0,17 - 924,36 82,44 - 5737,13 979,86 - 57517,17
185 14 41.65 3.84 4.84 46.35 769.23 5966.93
Machos maturos 18 190+ 9 14+7 30,88+19,19 36,7+38,94 180,48 +414,38 609,06 + 1066,60 20071,82 + 35155,45 129800,71 + 192209,94
162 - 202 7-31 1,81-56,19 0,11-157,97 0,58-1840,58 0,17 -4555,70 1467,99 - 130385,66  18145,92 - 738827,55
191 12 29.25 21.76 43.88 190.45 6699.02 59662.57

Legenda: (n) nimero amostral, (CT) comprimento total em centimetros, (%Lip) contetdo lipidico, (<LD) abaixo do limite de deteccdo, dados de média e desvio padréo,
valores minimos — méximos e mediana.
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