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RESUMO

AMORIM-LOPES, C. Avaliacao de parametros ecotoxicoldgicos e organossomaticos em
tubardes-martelo do Rio de Janeiro. 2021. 72f. Dissertacdo (Mestrado em Ecologia e
Evolucdo) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Os elasmobranquios atualmente compfem o segundo tadxon de vertebrados mais
ameacado de extingdo do mundo e muitas vezes carecem de dados para o estabelecimento de
acOes para conservacao. Dentre o leque de ameacas ao grupo, a contaminagdo quimica se
constitui como um dos componentes menos conhecidos e mais subestimados. Neste sentido, o
presente estudo propds acessar o0 efeito da exposicdo por metais (Ti, Zn, Cu, Mn e Se) na
condicao morfofisioldgica de tubarGes-martelo pescados na costa do Rio de Janeiro utilizando
ferramentas ecotoxicoldgicas, morfomeétricas e de assimetria flutuante (FA). Os tubardes foram
adquiridos pela visita em col6nias de pesca artesanal em Copacabana, Recreio dos Bandeirantes
e Cabo Frio. Os animais foram dissecados e suas matrizes bioldgicas (musculo, figado, rins,
cérebro e gel das ampolas de Lorenzini), processadas para a deteccdo de metais e
metalotioneinas por meio de protocolos especificos. Analises de: Componentes Principais
(PCA), Permutacional de Variancia (PERMANOVA), de Redundéncia (RDA) e correlag¢des de
Spearman foram executadas como o0 conjunto de tratamento estatistico dos dados. Doze
tubarbes-martelo foram amostrados e classificados como juvenis. Foi possivel detectar a
presenca de metais em todos os tecidos, com Se representando as maiores concentragoes,
enquanto o Mn apresentou as mais reduzidas. As tendéncias de dindmica tecidual dos metais
foi ilustrada pela analise de PCA (p = 0,0001; PC1 =70,1%; PC2 = 12,5%), e confirmadas pela
PERMANOVA (F = 11,6; p < 0,0001), ambas significativas, e os tecidos se organizaram na
seguinte ordenacdo decrescente: Rim > Figado > Cérebro = Musculo = Gel das Ampolas. As
diferencas entre as matrizes biologicas se mostraram mais relevantes para a disposicdo dos
metais do que o sexo ou tamanho em S. lewini capturados na costa do Rio de Janeiro. As analises
de RDA originaram resultados significativos entre o indice hepatossomatico (IHS) e as
concentra¢Ges dos metais no musculo. Por fim, as correlacdes significativas de assimetria
flutuante e as varidveis analisadas resultaram em concentra¢des aumentadas de Zn no figado
associadas a maior variacdo na assimetria do cefalofolio em contraposicdo as relagbes FA1 da
nadadeira pelvica e Se no musculo e FAL da nadadeira peitoral e Cu no musculo . Enquanto o
FAL do didmetro do olho se correlacionou com as concentra¢des de metalotioneina no musculo.
E possivel concluir, portanto, que o IHS possui sensibilidade suficiente para ser considerado
um bom proxy dos efeitos de metais na condicdo morfofisiologica de tubardes-martelo do Rio
de Janeiro enquanto a assimetria flutuante necessita de mais investigacdes para compreender
seu papel como indicadora de impacto neste grupo. O presente estudo investe em abordagens
inovadoras para a localidade, realizando metodologias nunca testadas antes para
elasmobranquios como a analise da contaminacdo no gel das ampolas de Lorenzini, atribuindo
a ecotoxicologia maior capacidade preditiva. Os resultados encontrados elucidam alguns
aspectos do processo de contaminagédo costeira, mas reforcam, que existe uma grande lacuna
cientifica quanto a tal impacto no desenvolvimento de grandes predadores marinhos.

Palavras-chave: Elasmobranquios. Metais. Distribuicdo tecidual. Assimetria flutuante.
Condicdo corporal.



ABSTRACT

AMORIM-LOPES, C. Evaluation of ecotoxicological and organosomatic parameters in
hammerhead sharks from Rio de Janeiro. 2021. 72f. Dissertacdo (Mestrado em Ecologia e
Evolucdo) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Elasmobranchs currently comprise the second most threatened vertebrate taxon in the
world and the lack of data impairs conservation actions establishment. Among the multiple
threats against the group, the extension of chemical contamination is poorly known and
underestimated. In this regard, the present study proposed to assess the effect of contamination
by metals (Ti, Zn, Cu, Mn, and Se) on the health of hammerhead sharks landed on the coast of
Rio de Janeiro using ecotoxicological, morphometric and fluctuating asymmetry tools (FA).
The sharks were sampled opportunistically on artisanal fishing colonies in Copacabana, Recreio
dos Bandeirantes and Cabo Frio. The animals were dissected, and their tissues (muscle, liver,
kidney, brain, and ampullae of Lorenzini) were processed for the detection of metals and
metallothioneins using specific protocols. Principal Component Analysis (PCA), Permutation
Analysis of Variance (PERMANOVA), Redundancy Analysis (RDA), and Spearman
correlations were performed as the statistical treatment set. Nine hammerhead sharks were
sampled and classified as juveniles. All metals were detected in all tissues, with selenium
representing the highest concentrations, while manganese had the lowest. The tissue dynamics
trends of metals were illustrated by PCA analysis (p = 0.0001; PC1 =70.1%; PC2 = 12.5%) and
confirmed by PERMANOVA (F = 11.6; p < 0, 0001), both significant, and the tissues were
organized in the following descending order: Kidney > Liver > Brain = Muscle = Ampullae.
Differences between biological matrices were more relevant to metals accumulation than sex
or size in S. lewini from Rio de Janeiro coast. The RDA analyzes yielded significant results
between the hepatosomatic index and the concentrations of metals on muscle. Significant
correlations of fluctuating asymmetry and the analyzed variables resulted in increased
concentrations of Zn in the liver associated with greater variation in the asymmetry of the
cephalofoil, while values of FA1 of pelvic fins and FA1 of pectoral fins decreased with
muscular Se and Cu concentrations, respectively. The FAL of eye diameter was correlated with
the metallothionein concentrations in muscle. It was possible to conclude that IHS has sufficient
sensitivity to be considered a good proxy of metal effects on the hammerhead sharks’ health in
Rio de Janeiro while fluctuating asymmetry needs further applications to better understand its
role as a health indicator in elasmobranchs. The present study invests in innovative approaches
for the locality, performing methodologies that have never been tested before for
elasmobranchs, such as analysis of contamination in ampullae of Lorenzini and application of
fluctuating asymmetry, giving ecotoxicology predictive capacity for animal health assessment.
The findings presented herein elucidate some aspects of the coastal contamination process but
reinforce the need to feel the great scientific gap regarding the impact of metals on the
development of large marine predators.

Keywords: Elasmobranch. Metals. Tissue distribution. Fluctuating asymmetry. Body
condition.
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INTRODUCAO GERAL

A contaminacdo quimica é um fenémeno estudado de forma global e difundido
amplamente em ecossistemas naturais. Metais e metaloides, componentes frequentes no
montante da poluicdo quimica oceanica, possuem elevada relevancia ecoldgica por sua
capacidade de acumulacéo e persisténcia em sistemas naturais (LOSKA &WIECHULA, 2003).
Neste sentido, predadores marinhos como elasmobranquios (tubardes e raias) sao
particularmente vulneraveis a contaminacao por metais devido a suas caracteristicas de histéria
de vida e ocupacdo de niveis tréficos elevados (GELSLEICHTER & WALKER, 2010). Os
efeitos da contaminacdo quimica em elasmobranquios agem em sinergia com as principais
ameacas a conservagdo do grupo (sobrepesca, mudancas climéticas e degradagdo de habitat,
por exemplo), porém sua magnitude ainda é pouco elucidada (TIKTAK et al., 2020).

Esforcos recentes para compreender a acdo de metais e metaloides em diversos grupos
bioldgicos auxiliam no dimensionamento desta em elasmobranquios. Saaristo et al. (2018)
elenca efeitos diretos e indiretos da contaminacdo quimica desde os menores niveis
organizacionais como genéticos e moleculares — afetando nas rotas bioquimicas e mutacdes, até
niveis ecossistémicos — apontando interferéncias na resiliéncia ecossistémica. Tubardes e raias
performam papeis ecoldgicos fundamentais no dominio marinho como controle top-down de
populacdes, conectividade e transferéncia de energia entre ecossistemas. O declinio massivo
das espécies de elasmobranquios, portanto, ameaca ndo somente a biodiversidade em si, mas
também funcdes ecossistémicas cujo desempenho € indispensavel para a manutencdo dos
sistemas marinhos (FIELD et al., 2009; PIMIENTO et al., 2020). Neste sentido, Bornatowski
et al. (2014) demonstram como tubarfes-martelo (Sphyrna lewini) atuam como espécies-chave
em teias troficas do Sul do Brasil, sendo imprescindiveis para a estabilidade das comunidades
estudadas. Além da comprovada importancia do género, os tubarées-martelo possuem elevada
sensibilidade a estressores antropogénicos e, apesar de amplamente estudados, alguns aspectos
sobre sua ecologia apresentam grandes lacunas de conhecimento (GALLAGHER &
KLIMLEY, 2018).

Os metais sdo reconhecidos por afetar, de forma mais grave, fases criticas do ciclo de vida
como embrides e juvenis, podendo afetar seu desenvolvimento e sobrevivéncia
(GELSLEICHTER & WALKER, 2010). Considerando, portanto, o elevado grau de ameaca ao
género Sphyrna e a auséncia de precedentes de metodologias que acessem a a¢ao de metais no

desenvolvimento destes organismos para o Brasil, o presente estudo visou avaliar os efeitos da
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poluicdo quimica em tubardes-martelo juvenis desembarcados no estado do Rio de Janeiro
através de ferramentas fisioldgicas (com uso de biomarcadores moleculares) e morfométricas
(investigando como atributos que traduzem a satde do organismo séo afetados pela presenca

de metais).
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INTRODUCAO

Elasmobranquios: histéria de vida e ameacas

A megafauna marinha pode ser definida como o grupo de animais detentores de grandes
massas corporais (> 45 kg) que desempenham fungdes fundamentais para o bom funcionamento
dos ecossistemas marinhos. A categoria de grandes animais marinhos contempla uma
consideravel diversidade de organismos, como peixes Gsseos, mamiferos, aves, répteis,
moluscos e peixes cartilaginosos (PIMIENTO et al., 2020). Apesar de sua importancia, a
categoria enfrenta grandes ameacas de desaparecimento cujas causas vao além de eventos de
extingOes naturais ja previstos, especialmente para elasmobranquios (PIMIENTO et al., 2020).
Tal grupo estd inserido na classe Chondrichthyes, conhecidos popularmente como peixes
cartilaginosos. A classe, considerada monofilética, é atualmente dividida em duas subclasses:
Holocephali (quimeras) e Elasmobranchii (tubardes e raias) (NELSON et al., 2016).

Os Chondrichthyes sdo reconhecidos como um dos taxons de maior sucesso evolutivo,
devido a presenca de caracteristicas que permitem a sua distribuicdo quase circumglobal
(GROGAN et al., 2012). O surgimento de um esqueleto cartilaginoso com mineralizacdo
prismatica de calcio (tesserae) e orgaos especificos para fecundacdo interna (clasper ou
mixopterigio) nos machos séo as autapomorfias mais pronunciadas, que Grogan et al. (2012)
define como chaves para seu éxito evolutivo, inclusive para a sobrevivéncia do grupo as
extinges em massa dos Ultimos 400 milhdes de anos.

O grupo Elasmobranchii por sua vez, € o mais diverso dentro de Chondrichthyes,
compreende cerca de 1100 espécies (WEIGMANN, 2016, 2017) exclusivamente aquaticas e,
em sua maioria, marinhas. Ainda que o ambiente marinho represente a maior parte da
distribuicdo dos elasmobrénquios, uma gama de habitats foi colonizada por esses organismos
apresentando diferentes complexidades e condicdes fisico-quimicas/bioldgicas. (COMPAGNO
et al., 2005; SIMPFENDORFER & HEUPEL, 2012). Nao apenas a perspectiva horizontal de
habitat, mas também a vertical é extensamente colonizada por tubarGes e raias, que se
distribuem desde a camada mais superficial, como Rhincodon typus e Cetorhinus maximus —
tubardes baleia e frade - dos ambientes aquaticos, até zonas profundas ultrapassando os 1000

metros, como Somniosus microcephalus, o tubardo-da-Groelandia (GARCIA et al., 2008).
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Os Elasmobranquios sdo subdivididos em Batoidea — o maior subgrupo, no qual se
inserem as raias, detendo quatro ordens, 26 familias e cerca de 600 espécies, e Selachii
(Galeomorphi e Squalomorphi), nos quais se incluem os tubarbes ou cacgdes, contendo nove
ordens, 34 familias e aproximadamente 500 espécies (NAYLOR et. al, 2012; LAST et al., 2016;
NAYLOR, 2021). A caracteristica mais utilizada para diferenciar tubardes e raias é a posi¢ao
de suas fendas branquiais, as quais estdo localizadas na regido ventral em raias e na regido
lateral em tubarBes (LAST et al., 2016). Os atributos de historia de vida dos elasmobranquios
sdo caracteristicamente associados a estratégia K, cujas principais caracteristicas incluem
grandes tamanhos corporais, maturacdo tardia, crescimento lento, ovécitos grandes, baixa
fecundidade e proles menos numerosas (KING & MCFARLANE, 2003).

Majoritariamente carnivoros, salvo algumas excecdes, tubardes e raias desempenham
papeis fundamentais no funcionamento de ecossistemas marinhos como mesopredadores e
predadores de topo (FERRETTI et al., 2010; HEUPEL et al., 2014). O papel ecoldgico da
pressdo de predacgéo exercida por tubardes, de forma geral, desencadeia diversos processos nos
ecossistemas em que estes estdo inseridos. Heupel et al. (2014) cita o conceito de predacdo
difusa para definir que a influéncia de tubardes vai além do efeito de controle top-down,
indicando que a atuacdo de tubarbes como mesopredadores é mais evidente em sistemas
marinhos. E importante lembrar que, além de sua funcio classica como predadores, tubardes
também desempenham outros papéis funcionais, como a transformacéo fisica de habitats e
estabelecimento de fluxos de energia, nutrientes e conectividade entre diferentes ecossistemas,
através de sua alta mobilidade e atividades metabdlicas (PIMIENTO et al., 2020).

A sobrepesca, destruicdo de habitats, mudancas climaticas e poluicdo constituem as
ameagas mais eminentes aos ecossistemas marinhos na atualidade, afetando diretamente a
conservacdo de organismos fundamentais, como os elasmobranquios (DULVY et al., 2014).
Segundo o relatério da Organizacao das NacGes Unidas para Alimentacdo e Agricultura foram
pescados, ao redor do mundo, 679.979 toneladas de peixes cartilaginosos em 2018 (FAO, 2020;
PACOUREAU et al., 2021). A constante demanda de subprodutos de tubardes exercida por
mercados de luxo alimentam o comércio mundial de barbatanas, chegando a pregos proximos
ao valor do quilo do ouro em mercados internacionais (McCLENACHAN et al., 2016). Nos
Gltimos cinquenta anos, houve um declinio de cerca de 70% nas abundancias de
elasmobranquios oceanicos devido ao aumento desenfreado da pressdo pesqueira
(PACOUREAU et al., 2021).
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Assim como para as espécies oceanicas, avaliacdes recentes acerca do declinio global
de tubardes recifais indicam que estes animais ndo foram detectados em 20% de 371 recifes ao
redor do planeta, e que a deplecdo de tubarbes se associa fortemente com condigdes
socioecondmicas das populacdes costeiras proximas aos recifes avaliados (MacNEIL et al.,
2020). O Brasil, por sua vez, apresenta participacdo muito expressiva no comércio de produtos
e subprodutos de elasmobranquios, ocupando a posi¢cdo de maior importador de carne de
tubardes do mundo, bem como o 11° produtor (BARRETO et al., 2017).

A sinergia de diferentes pressdes sob as populacGes de elasmobranguios conduz a
categorizacao do tdxon como o segundo grupo de vertebrados marinhos mais ameagados do
planeta na atualidade (DULVY et al, 2014). O componente multifatorial de ameacas a
conservacdo deste grupo produz efeitos letais e subletais que potencialmente afetam sua
conservacao, nao somente pela deplecdo direta de individuos ou populacdes, mas também o
papel funcional destes organismos como componentes de um determinado ecossistema ou
comunidade (SAARISTO et al., 2018).

O género Sphyrna e suas ameacas

A historia evolutiva dos tubarfes foi marcada pelo surgimento de especializacGes e
caracteres que permitiram a conquista de diferentes habitats aquaticos, conforme supracitado.
A familia dos tubardes-martelo, Sphyrnidae (Gill, 1872), constitui o td&xon mais recente da
diversificagcdo do grupo Selachii, contendo dois géneros (Eusphyra e Sphyrna) e dez espeécies,
das quais seis ocorrem no Brasil (GALLAGHER & KLIMLEY, 2018; GOMES et al., 2019;
FRICKE et al., 2021). Sua caracteristica mais distinta é a cabeca expandida lateralmente com
achatamento dorsoventral, provocando grandes distancias entre as narinas e os olhos, uma
estrutura chamada de cefalofélio (COMPAGNO, 1984). O surgimento do cefalofélio,
proporcionou aos tubardes-martelo grandes diferenciacdes sensoriais, fisioldgicas e ecoldgicas,
tornando-os predadores com elevado grau de especializacdo (GALLAGHER et al., 2014).

O género Sphyrna é distribuido em quase todos 0s oceanos de aguas tropicais e temperadas
do planeta, estando presente em regides costeiras, oceanicas e insulares, sendo consideradas
espécies costeiro-oceanicas (COMPAGNO, 1984). A presenca destas espécies em diferentes
dominios no ecossistema marinho pode estar associada ao habito migratorio presente,
principalmente nos Sphyrnidae de porte. Neste sentido, diversos repertérios comportamentais
sdo observados no género, como a caca solitaria, agregacfes e competicdo reprodutiva
(GALLAGHER & KLIMLEY, 2018). Para a costa do Rio de Janeiro as seis espécies registradas



14

podem ser divididas entre duas categorias de tamanho, os grandes tubardes-martelo (>150 cm)
(S. mokarran, S. zygaena e S. lewini) e os pequenos tubardes-martelo (S. tudes, S. media e S.
tiburo). Os Sphyrna apresentam a viviparidade matrotréfica como estratégia de
desenvolvimento embrionario, classificados como tubardes placentarios, com elevado
investimento materno na prole, gerando de 3 a 23 embriGes em espécies pequenas e 19 a 48
embrides em espécies maiores (GOMES et al., 2019; LYONS, et al., 2020). Quanto a sua
ecologia trofica, os grandes tubardes-martelo exploram uma variedade de presas como recursos
alimentares, os quais se destacam cefalopodes, crustaceos e teledsteos para S. zygaena e S.
lewini, e raias para S. mokarran (BORNATOWSKI et al, 2014; GALLAGHER & KLIMLEY,
2018). Bornatowski et al. (2014) considera que S. lewini e S. zygaena desempenham papel
fundamental como predadores de topo nas teias troficas da costa Sul brasileira, atribuindo-lhes
a categoria de espécie-chave apds analise topografica do sistema trofico da regido. Isto
evidencia, portanto, a importancia nao apenas dos efeitos diretos de predacdo realizados pelos
tubardes-martelo, mas também seus efeitos indiretos, reforgando que o papel de um grande
predador vai além do exercido sob suas presas (BORNATOWSKI et al, 2014).

Todas as espécies de tubardes-martelo enfrentam, atualmente, elevados graus de ameaca,
sendo categorizados como “Vulneraveis” (S. zygaena), “Em Perigo” (S. tiburo) e “Criticamente
Em Perigo” (S. lewini, S. mokarran, S. media, S. corona e S. tudes)de a cordo com os critérios
da Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos
Naturais (IUCN, 2021). A expressiva representatividade destas espécies como recurso
pesqueiro hoje configura a ameaca mais contundente as espécies de tubarées-martelo. Devido
ao seu elevado valor de mercado associado principalmente as nadadeiras, tais espécies se
tornaram historicamente visadas por diferentes modalidades de pesca (COMPAGNO, 1984;
VOOREN et al., 2005; GALLAGHER & KLIMLEY, 2018). Consequentemente, as trés
grandes espécies (>150 cm) de tubardes-martelo apresentam, atualmente, tendéncias de
declinios populacionais em niveis globais (RIGBY et al., 2019a; 2019b; 2019c).
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Figura 1 - Prancha com ilustracdes da visdo lateral e cefalofélios das espécies de Sphyrna do
Rio de Janeiro.

Sphyrna tiburo Sphyrna zygaena

Sphyrna mokarran

AN

Sphyrna lewini

Fonte: Adaptado de Gomes et al. (2020).

Sphyrna tudes

Poluicdo marinha e contaminantes inorganicos

A poluicdo é uma grande e crescente ameaca para a saude ambiental e humana, e é
atualmente a maior causa de doencas antropicas associadas a motivos ambientais, sendo
responsavel por cerca de 9 milhGes de mortes por ano, possivelmente evitaveis (LANDRIGAN
et al., 2020). Neste contexto, é importante ressaltar que a poluicdo oceénica é negligenciada
como componente criticamente relevante para a compreensao de processos ecossistémicos e de
saude coletiva. Landrigan et al., (2020) a define como “uma mistura complexa”, pois ¢
constituida de diversos componentes, como residuos sélidos, poluentes originados do petréleo,
plastico, metais, agentes bioldgicos (algas, bactérias e virus) e poluentes organicos, dentre
outros. As interacdes de tantos componentes somadas a grande extensdo das areas marinhas do
planeta eleva a dificuldade em monitorar e manejar tal fenémeno, raramente alcancado em
contexto mundial (ALI et al. 2019; LANDRIGAN et al., 2020).

Atualmente, a maior fonte de polui¢do marinha é originada nos continentes, transportada,
principalmente, por vias fluviais e aéreas, levando as populacdes costeiras a sofrer de forma
significativa os impactos deste processo. Neste contexto, a poluicdo quimica pode ser

considerada onipresente do dominio oceénico e atinge, inclusive, regides abissais (JAKIMSKA
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et al., 2011; ALI et al. 2019). Metais e metaloides compdem a fracdo inorganica da poluicdo
quimica oceénica, podendo ocorrer de maneira natural nos ambientes através de processos de
erosao costeira e vulcanismo. Porém, a maior parcela de contribuigdo para a incorporagéo destes
elementos nos sistemas marinhos € antropogénica, com destaque para rejeitos industriais e
agricolas (ISLAM & TANAKA, 2004; JAKIMSKA et al., 2011; ALI et al. 2019).

e Metais como contaminantes

Os metais encontrados em seres vivos podem ser classificados em essenciais, apresentando
funcdes bioldgicas conhecidas, como o Fe, Cu, Zn, Se, e Mn, mas que podem tornar-se toXicos
a partir de determinadas concentracdes, e ndo-essenciais, como o chumbo (Pb), mercurio (Hg),
cadmio (Cd) e arsénio (As), sem funcdo bioldgica alguma e toxicos, podendo trazer efeitos
adversos a organismos expostos (AGGET et al., 2015; ALI et al. 2019; HADER et al., 2020).
Além da toxicidade intrinseca, alguns metais também apresentam a capacidade de bioacumular,
aumentando suas concentracfes em organismos expostos proporcional as taxas de crescimento
e ao longo do tempo, e biomagnificar, onde ocorre 0 aumento das concentragfes em organismos
expostos proporcional ao aumento de nivel tréfico - caracteristicas que categorizam estes
elementos como “contaminantes persistentes” (JAKIMSKA et al., 2011a; ALI et al. 2019). O
caminho oposto pode ser observado, através da biodiluicdo, onde a concentracdo de um
determinado metal diminui ao longo de uma teia tréfica (SUN et al., 2020). A transferéncia de
contaminantes é significativamente influenciada pela dindmica de relag6es tréficas, por ser a
principal via de incorporacdo de metais nos organismos marinhos. Dada a complexidade das
teias marinhas, as principais variaveis determinantes (na perspectiva macroecoldgica) nos
mecanismos de transferéncia sdo: estrutura da comunidade, varidveis ambientais, tamanho das
teias troficas e diferencas espago-temporais (JAKIMSKA et al., 2011a; ZHENG et al., 2019).

A luz dos conceitos supracitados, Sun et al. (2020) exploram padrdes em teias troficas
globais, constatando que arsénio e niquel sofrem biodiluicdo de forma eficiente e, em
contrapartida, Pb, Hg e Zn apresentam fortes tendéncias de biomagnificacao, enquanto Cd, Cu
e cromio (Cr), ndo demonstraram padrdes claros, em escala mundial. A contaminagéo por Hg
é uma preocupacao universal, visto que h4d um padrdo ao redor do globo de acumulacao pelo
metal. O caso de contaminacdo por Hg na populacdo de Minamata, Japao (1956), colocou em
evidéncia os efeitos causados pelo metal, afetando a populacdo local com graves disturbios
neuroldgicos — confusdo mental, paralisia, fraqueza, perda de fungcdes motoras e sensoriais -

apos longa exposi¢do por Hg oriundos de rejeitos industriais (ZHENG et al., 2019). As
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consequéncias da Sindrome de Minamata foram tdo profundas e alarmantes que o caso se tornou
um marco ao promover mobilizacBes para compreender os efeitos de metais tdxicos e
persistentes na salde humana, focalizando também na biota aquatica como fonte de
contaminacdo (ZHENG et al., 2019). Cu, Zn, Se e Mn sdo exemplos classicos de metais com
funcdes biologicas que, fora de concentragfes Otimas, podem se tornar tOXicos ou provocar
sindromes deficitarias. Além de integrar o metabolismo de praticamente todos os grupos
zooldgicos, estes metais sdo amplamente utilizados em processos industriais, agropecuarios,
mineradores, hospitalares e domésticos, com destaque para a ligacdo metalica Cu-Zn, que forma
o “latao”, material resistente a corrosdo e essencial para o ramo da construcao (ELLINGSEN,
2015; SANDSTEAD, 2015). O Cu é reconhecido por suas propriedades anti-incrustantes e
biocidas e, portanto, é amplamente aplicado em embarcacgdes para evitar a sua corrosdo por
organismos incrustantes e, consequentemente, é incorporado ao ambiente marinho com
frequéncia (ELLINGSEN, 2015). Da mesma forma, o Zn apresenta propriedades antifingicas
e antibidticas quando em compostos organicos, sendo utilizado também como medicamento e
em equipamentos hospitalares (SANDSTEAD, 2015). O Se, por sua vez, participa em diversas
vias metabolicas relacionadas aos processos de remediacdo ao estresse oxidativo, atuando
inclusive como fator protetivo contra o dano provocado por alguns contaminantes, como o
mercario (ALEXANDER, 2015). Por fim, o Mn tambem desempenha papel protetivo conta
danos celulares e esta fortemente associado ao desenvolvimento neural em humanos, mas
reconhecidamente toxico em concentragfes excessivas, afetando o neurodesenvolvimento, e
estando implicado em processos neurodegenerativos, inclusive a doencas como Parkinson e
Alzheimer (LUCCHINI et al., 2018).

Os organismos aquaticos, além de veiculos de contaminacdo quimica para humanos, sdo
igualmente impactados em diversos niveis biolégicos. O Cu, por exemplo, provoca estresse
fisiolégico em processos respiratorios e ionorregulatérios no cacdo-bagre-espinhoso (Squalus
acanthias) alterando a dinamica Na/Cl sanguinea, Na/K nas branquias e no metabolismo da
ureia (DE BOECK et al., 2007). Experimentos em mesocosmos demonstram o decréscimo de
células sanguineas provocada por exposi¢do ao Mn (2500 mg L1/90 horas) no teledsteo de agua
doce, gourami-listrado (Trichogaster fasciata) (AGRAWAL & SRIVASTAVA, 1980). A nivel
tecidual, a toxicidade do Zn foi testada em populacdes de truta-marrom (Salmo trutta) e do
peixe-mosquito (Gambusia holbrooki) expostas in situ. Giardina et al. (2009) descobriram que
havia reducéo significativa da motilidade espermética em machos de S. trutta, em comparacao

aos locais-controle. Enquanto para G. holbrooki — espécie exdtica no local de amostragem —
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apresentou rapida mortalidade ao serem introduzidos nos locais contaminados (GIARDINA et
al., 2009). Por fim, Lemly (2002) relata uma gama de danos sisttmicos provocados pela
exposicao cronica ao Se em peixes dulcicolas nos Estados Unidos — alteragBes hepaticas,
gonadais e branquiais, teratogenicidade, deformidades morfologicas e profundos impactos na

reproducao.

e Contaminantes emergentes X contaminantes de preocupagdo emergente

Uma nova classe de contaminantes categorizados como “emergentes” vém conquistando
mais espaco no cenario mundial de estudos acerca de substancias potencialmente nocivas a
biota marinha. De acordo com Sauvé & Desrosiers (2014), esta classe se subdivide em outras
duas categorias, sendo estas: i) contaminantes emergentes: cuja origem € recente e/ou com
histérico de conhecimento limitado; ii) contaminantes de preocupacdo emergente: sdo
substancias ja conhecidas, mas seus efeitos ambientais ainda sdo pouco elucidados pela
literatura ou ndo sdo regulamentados por legislagcbes nacionais e/ou internacionais. E
importante ressaltar que hd um componente historico-temporal na discussdo sobre os conceitos
de contaminantes emergentes e que essas classificacdes para uma determinada substancia pode
variar ao longo do tempo. Os contaminantes emergentes organicos, como alguns
perfluoroquimicos e componentes de diversos produtos farmacéuticos e cosméticos ilustram a
subdivisdo i) e possuem grande relevancia em estudos mundiais por sua alta estabilidade
quimica, ampla difusdo e possivel capacidade de bioacumular em organismos expostos (LEI et
al. 2015; LLORCA et al., 2017). Algumas nanoparticulas (NPs) estdo inseridas na subdivisdo
ii), como as NPs de TiO> cuja aplicagdo em cosmeticos, tecnologia, agricultura e transporte
provocou 0 aumento, nas Ultimas décadas, da incorporacdo de Ti em sistemas naturais
(HAUSER-DAVIS et al., 2020). As problematicas mais importantes associadas ao Ti se
concentram na possibilidade de bioacumulacéo, biomagnificacdo, e até mesmo como potencial
carcinogénico em humanos (LEI et al., 2015; HAUSER-DAVIS et al., 2020).

A exposicdo de organismos aquaticos aos poluentes citados, em perspectiva molecular,
também pode desencadear respostas de estresse oxidativo, definido como um conjunto de
efeitos celulares deletérios pela presenca espécies reativas de oxigénio além da capacidade
antioxidante do metabolismo contaminado (CARVAN & GIULIO, 2015). Neste sentido,
menores niveis organizacionais dos organismos como ciclos e estruturas celulares, material
genético e sintese de proteinas, também podem ser impactados através da interferéncia de tais

contaminantes, potencialmente desencadeando processos carcinogénicos (ISLAM &
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TANAKA, 2004; JAKIMSKA et al., 2011a; HADER et al., 2020). Lei et al. (2015)
esquematizam de forma generalizada, a amplitude de impacto que os contaminantes emergentes

podem atingir, em uma perspectiva antropica, confirme ilustrado na Figura 2.

Figura 2. Esquematizacdo dos principais grupos de contaminantes emergentes e suas

respectivas consequéncias.
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Fonte: Adaptado de Lei et al. (2015).

Estresse oxidativo e biomarcadores
Diversos métodos de estudo para mensurar e avaliar os efeitos da polui¢do ocednica em

contexto humano e animal tém sido desenvolvidos, dentre eles, a Ecotoxicologia. Os grandes
eventos poluidores da humanidade como a revolugéo industrial e as grandes guerras foram, sem
davida, marcos que desencadearam o surgimento de movimentos ambientalistas acerca do
impacto humano sob os sistemas naturais (ZHOU et al., 2019). Em sua obra “Primavera
Silenciosa” Rachel Carson expressou sua sensibilidade ao impacto dos pesticidas em uma
comunidade natural, publicando o que seria 0 icone do movimento ambientalista e da
Ecotoxicologia, cuja preocupacado era lancar um olhar holistico sob a toxicologia, imputando

conceitos da ecologia classica, como perspectivas populacionais e ecossistémicas, no estudo

das substéancias tdxicas (ZHOU et al., 2019).



20

A demanda recorrente da Ecotoxicologia se fundamenta em tornar esta ciéncia tao preditiva
quanto € descritiva, tendo em vista a compreensdo de processos de causa e efeito toxicologicos,
mas também como de resiliéncia dos organismos contaminados e seus paralelos as teorias
ecologicas classicas (CLEMENTS & ROHR, 2009). Assim, a utilizacdo de recursos
moleculares pode ser aplicada para compreensao da resposta a exposi¢do de contaminantes,
sendo os biomarcadores uma das ferramentas mais utilizadas neste campo (RATTNER, 2009).

As metalotioneinas (MTs) sdo proteinas de baixo peso molecular que participam das rotas
de destoxificacdo de metais em diversos organismos aquaticos, tanto invertebrados quanto
vertebrados, apresentando a presenca de elevadas quantidades de cisteinas em sua composicéo,
que facilitam a ligagéo e carreamento de metais (JAKIMSKA et al., 2011a; SAMUEL, et al.,
2021). Estas metaloproteinas sdo utilizadas como biomarcadoras de exposi¢do a metais com
destaque para Cu, Zn, mercurio e cadmio que, comprovadamente, induzem a sintese de MTs
com destaque para tecidos hepaticos, onde sdo encontradas em maiores concentracoes
(HOGSTRAND & HAUX, 1991; HAUSER-DAVIS et al., 2012; HAUSER-DAVIS et al.,
2014). No entanto, Hauser-Davis (2020) constata que ha uma lacuna de conhecimento para
estudos envolvendo a compreensdo do papel das MTs nas rotas bioquimicas de destoxificacédo
em elasmobranquios, apresentando apenas 11 artigos na tematica. A importancia acerca do
estudo das MTs em tecidos de tubarfes se fundamenta principalmente por sua capacidade de
protetiva contra danos oxidativos causados pela presenca de elementos ndo-essenciais, tornando
esta proteina essencial para a resiliéncia fisiologica frente a contaminagdo quimica
(BARRERA-GARCIA et al., 2012).

Proxies de condi¢do morfofisioldgica

Partindo da premissa que mecanismos homeostaticos podem ser modificados mediante
alteraces promovidas por estressores ambientais, Barton, et al. (2002) prop6em a aplicagéo de
indicadores morfofisioldgicos, os indices organossomaticos, como indicadores de condicéo
corporal, se tornando recursos para acessar respostas fisiologicas ao estresse ambiental. O fator
de condicdo de Fulton (K) é uma medida associada a robustez em peixes, indicando mudancas
metabolicas relacionadas com crescimento somético e alimentacdo, sendo atribuido um valor
de “avaliagdo do bem-estar” para esta medida. Sua principal vantagem é a possibilidade de ser
calculado de maneira ndo-invasiva e nao-letal, através de medidas simples de peso e
comprimento (VAZZOLER, 1996; BARTON et al., 2002). Por sua vez, apesar de ser um

método letal, o indice hepatossomético (IHS), quando utilizado, apresenta grande valia pois
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traduz condi¢cOes energeéticas e nutricionais do organismo e pode ser sensivel a exposi¢ao
cronica por contaminantes (BARTON et al., 2002). Considerando a histdria de vida dos
elasmobranquios, o IHS é amplamente utilizado para este o grupo, visto que o figado pode
contribuir em até 25% do peso corporal nestes animais, tornando este indice bastante relevante
para compreensdo da condicdo corporal (HUSSEY et al., 2009). O quociente de replecédo
estomacal, por sua vez, resulta na contribuicdo do peso estomacal em relagdo ao peso total do
peixe, constituindo uma medida de acesso ao estado nutricional a curto prazo, ndo sendo t&o
utilizado para compreender o efeito da contaminacdo quimica em elasmobranquios, mas pode
ser aplicado de forma complementar aos indices de condi¢do supracitados (PEREIRA et al.,
2016).

Seguindo a logica da utilizacdo de atributos morfolégicos para mensurar impactos
ambientais, a assimetria flutuante também constitui mais uma ferramenta neste sentido. O
principio de simetria € amplamente difundido para os vertebrados, visto que a grande maioria
apresenta simetria bilateral. No entanto, o desenvolvimento de estruturas simétricas pode ser
sensivel a perturbagdes ambientais, com destaque para fases juvenis. (SANSEVERINO &
NESSIMIAN, 2008). Neste sentido, os desvios de desenvolvimento podem ser compreendidos
em trés classes: i) Assimetria direcional, onde ha o desenvolvimento de um caractere em um
dos planos de simetria do organismo; ii) Antissimetria, quando h& a possibilidade do
desenvolvimento de caracteres para ambos os planos de simetria; iii) Assimetria Flutuante,
quando atributos se desenvolvem em discordancia de forma direcionada e aleatéria em
contraposicdo ao esperado para 0 organismo em questdo ocasionado por condi¢cBes ambientais
adversas (VAN VALEN, 1962). As perturbacdes capazes de interferir no desenvolvimento sao
definidas por Palmer et al. (1986) como i) externas, como poluentes, varia¢des fisico-quimicas
do meio, adensamento populacional, patologias e escassez de recursos; ii) internas, como
distdrbios genéticos e anomalias. A instabilidade do desenvolvimento, portanto, pode ser
avaliada através da aplicacdo das técnicas de assimetria flutuante, auxiliando na compreenséo
de como os estressores ambientais afetam estruturas relacionadas com o fitness (i.e., aptiddo
individual) da espécie (BEASLEY et al., 2013; SEIXAS et al., 2016; CORTES-GOMEZ et al.,
2018). Deste modo, este estudo foi desenvolvido sob a hipbtese de que maiores valores de
assimetria serdo observados mediante a maiores concentracfes de metais nos tecidos de S.
lewini.

Processos estressores demandam ao organismo mobilizagao de energia para as respostas ao

estresse, desviando-a das rotas homeostaticas essenciais (LEUNG et al., 2000). Em perspectiva
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a longo prazo, a exposicdo a poluentes pode ocasionar efeitos subletais em desempenhos
essenciais ao organismo, como no sistema imune, no comportamento e até mesmo na
sobrevivéncia (BARTON et al., 2002). Os efeitos mais sutis provocados por contaminantes
ambientais podem ndo parecer tdo prejudiciais quanto a mortalidade provocada por um
derramamento de petroleo, por exemplo, mas séo igualmente preocupantes, dada a natureza
persistente de muitos poluentes, bem como a sua possivel atuacdo sinérgica, visto que a
poluicdo marinha ocorre de forma multifocal (FLEEGER et al., 2003; LANDRIGAN et al.,
2020).

Conforme supracitado, o surgimento do cefalofolio em tubarGes-martelo permitiu a este
grupo uma série de especializa¢cGes comportamentais, fisioldgicas e morfolégicas. Gallagher et
al. (2014) evidencia que a presenca de tal estrutura, apesar de conferir caracteristicas Unicas e
altamente ajustadas a funcédo do grupo, oferece também riscos a sobrevivéncia de todo o género.
Logo, 0 presente estudo levanta a hipotese de que ha um “custo” elevado no sucesso evolutivo
do cefalofdlio, portanto, a performance associada deve ser maximizada a sua funcédo. Partindo
desta premissa, a interferéncia de estressores antropogénicos no desenvolvimento desta
estrutura pode afetar severamente o desempenho individual e funcional dos tubar6es martelo
juvenis. A assimetria flutuante, portanto, foi escolhida como um proxy da condicao corporal e
a fim de investigar se ha desvios no desenvolvimento em Sphyrna lewini mediante a exposicéo
de tais espécies a contaminacao costeira.

Neste sentido, a fim de contribuir com o conhecimento sobre espécies com importancia
global nos ecossistemas marinhos e como recurso pesqueiro, o presente estudo prople a
aplicacao de recursos ecotoxicoldgicos e morfofisiologico para monitorar possiveis processos
nocivos induzidos pela exposigdo a metais em juvenis de Sphyrna lewini, discutindo suas
possiveis implicacBes para a conservacdo do grupo e propondo medidas resolutivas ou

mitigatorias.
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1. OBJETIVOS

1.1.  Objetivo Geral

Compreender as relacbes entre a presenca de Ti, Zn, Cu, Se e Mn em diferentes matrizes
bioldgicas de Sphyrna lewini e sua influéncia sob a condicdo corporal de tubardes-martelo
desembarcados pela pesca artesanal no Rio de Janeiro.

1.2.  Objetivos Especificos

a. Determinar as concentragdes de Ti, Cu, Zn, Mn e Se em musculo, figado, cérebro, rins
e gel das ampolas de Lorenzini de Sphyrna lewini, bem como sua dindmica de
distribuicéo tecidual.

b. Determinar as concentracdes de metalotioneinas (MTs) em tecidos de Sphyrna lewini
e verificar sua agdo como rota de destoxificacdo bioquimica dos metais estudados.

c. Investigar se as concentracGes dos contaminantes supracitados apresentam relagdes com
indicadores organossomaticos (indice hepatossomatico, fator de condicdo e quociente
de replecao estomacal) e de assimetria flutuante.

d. Inferir possiveis impactos da contaminacdo quimica por metais para a ecologia e

conservacao.
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2. PERGUNTAS E HIPOTESES

Hipotese 1: Individuos de Sphyrna lewini, ainda que jovens, apresentardo concentragdes
significativas dos metais de interesse em todas as matrizes bioldgicas com diferentes
distribuices teciduais. Esperando-se a constatacdo de maiores concentragdes em matrizes
com maior vascularizacao e atividade metabolica.

Hipotese 2: Individuos de Sphyrna lewini com concentra¢cBes mais elevadas de metais
apresentarao maiores desvios de desenvolvimento (mensurados pela aplicacdo da assimetria
flutuante) e menores valores em seus indices organossomaticos.

Hipotese 3: A producdo de MTs serd induzida pela presenca de metais nas matrizes
bioldgicas analisadas.

Pergunta 1: De que forma as matrizes bioldgicas se organizam quanto a concentracdo dos
metais estudados?

Pergunta 2: Qual indice organossomatico é mais explicativo quanto aos efeitos de
contaminacdo por metais em tubardes-martelo?

Pergunta 3: Qual indicador de assimetria flutuante é mais sensivel a concentracdo de
metais?

Pergunta 4: Serd possivel detectar concentracdes de metais no gel das ampolas de
Lorenzinis, bem como evidéncia de inducgdo a sintese de MTs?
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1.  Areade estudo

O estado do Rio de Janeiro (22° 55 S 43° 11° O) esté localizado na regido Sudeste do
Brasil, cuja capital recebe 0 mesmo nome, e detém o segundo maior PIB e a terceira maior
populacédo do Brasil com mais de 17 milhdes de pessoas, ainda que seja um dos menores estados
do pais em termos de extensdo territorial, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE). O estado € classificado entre os climas tropical e subtropical, se localiza
inteiramente no bioma Mata Atlantica e detém a maior floresta tropical urbana nas Américas,
o Parque Nacional da Tijuca e diversas unidades de conservacdo, 0 que contribui
significativamente para a variacéo climética da regido (INEA). Possui cerca de 1200km de linha
de costa inseridos exclusivamente no Oceano Atlantico, com destaque para suas trés grandes
baias, a Baia de Guanabara, Baia de Sepetiba e Baia da Ilha Grande sendo o terceiro estado com
a maior extensao litoranea do Brasil GEOINEA, INEA).

O Rio de Janeiro, como toda grande metrépole, enfrenta diversas problematicas
ambientais relacionadas a polui¢do aquatica que afetam a cidade através de diferentes fontes
como rejeito industrial, agropecuario e doméstico, atividade portuaria e de aeroportos e falta de
manejo de residuos solidos. O precério atendimento em saneamento basico urbano € refletido
nas regides marinhas, visto que o mar € o destino da grande maioria do esgoto doméstico,
tratado ou ndo (INEA). De acordo com a Agéncia Nacional de Aguas (2020), o estado possui
apenas 40% de seu esgoto tratado, uma situacdo alarmante, porém frequentemente observada
no pais. A atividade industrial, por sua vez, contribui significativamente com o estabelecimento
de processos poluidores. Neste sentido, o setor petroquimico (extracdo e refino do petroleo e
producdo de combustiveis) representa 45% das industrias do estado do Rio de Janeiro, cujas
atividades estdo intimamente relacionadas a regido marinha, intensificadas nos ultimos 10 anos
com a descoberta da camada pré-sal de petroleo (CNI; VILARDO & LA ROVERE, 2018).

Os ecossistemas marinhos urbanos associados a costa do Rio de Janeiro sofrem
constantes ameacas ambientais, sendo um dos casos mais famosos a Baia de Guanabara, um
dos maiores complexos estuarinos impactados do Brasil (KJERFVE et al., 1997). Ainda que os
efeitos da polui¢do na Baia de Guanabara sejam profundos, esta regido ainda é reconhecida por
sua biodiversidade e importancia ambiental e socioeconémica, tornando-a um sistema
fundamental & manutencdo da vida marinha (SOARES-GOMES et al., 2016). Sob a Gtica
oceanogréfica, a Baia de Guanabara € considerada um sistema eutréfico com gradientes de

salinidade e poluicdo fortemente marcado onde se encontram &guas menos salinas e mais
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poluidas no interior da baia e mais salinas e menos poluidas no canal central e na conexédo do
mesmo com o oceano atlantico (KJERFVE et al., 1997; FISTAROL et al., 2015).

Os pontos de coleta compreenderam a regido municipal do Grande Rio e de Cabo Frio,
sendo estas: Copacabana (col6nia Z-13), Recreio (APREBAN) e Tamoios (Colonia Z-4). A
colénia de pesca artesanal Z-13, localizada em Copacabana, € uma das comunidades
tradicionais intimamente relacionadas com a &rea metropolitana do Rio de Janeiro, operando
atividades de pesca e comercializagdo desde 1923, principalmente com o uso de redes de
emalhe (AMORIM & MONTEIRO-NETO, 2016). A area de pesca utilizada pela col6nia Z-13
compreende um raio de dez quilémetros a partir do Posto 6 na praia de Copacabana (22°59°04”
S 43°11°15” O) e sofre forte influéncia da Baia de Guanabara. AMORIM & MONTEIRO-
NETO (2016) apontam que, pela proximidade da col6nia com o Monumento Natural das Ilhas
Cagarras, uma unidade de conservacao com areas de exclusao de pesca, as atividades pesqueiras
foram beneficiadas por este ser um refugio e bercario de biodiversidade marinha. A Associacédo
dos Pescadores do Recreio dos Bandeirantes (APREBAN), outro ponto da cidade do Rio de
Janeiro contemplado pelo presente estudo, que segundo SILVA-JUNIOR et al. (2008) exerce
pesca de pequena escala, abrangendo 342 km2 a partir de sua sede e atinge, em média, 30 metros
de profundidade. E importante ressaltar que a regifo de pesca contemplada pela APREBAN
possui importancia ecologica como area de parto e desenvolvimento de juvenis para a pesca de
elasmobranquios na cidade do Rio de Janeiro, com destaque para Sphyrna lewini (SILVA-
JUNIOR et al., 2008).

O municipio de Cabo Frio (22°52°46” S 42°01'07" O), localizado na Regido dos Lagos
do estado do Rio de Janeiro, por sua vez, é um polo turistico e econémico que apresenta grande
protagonismo no mercado pesqueiro, sendo responsavel por cerca de 18% da producdo do
estado (PIMENTA et al., 2014; PMAP, 2020). A regido conta com cerca de 350 embarcacdes
de pequena escala cujas artes de pesca utilizadas variam entre arrasto, pesca de cerco, emalhe
e linha de méo. As principais condicionantes ambientais que explicam a elevada produtividade
do municipio sdo a influéncia da Lagoa de Araruama, a segunda maior lagoa do Brasil, e 0
fendmeno de ressurgéncia costeira que aumentam o aporte de nutrientes em aguas costeiras,
beneficiando a diversidade e desenvolvimento da comunidade biolégica marinha da regido
(VALENTIN, 2001; FUNDACAO PROZEE, 2005). A col6nia de pesca Z-4 localiza-se em
Tamoios, no distrito de Cabo Frio reconhecido por sua contribuicdo pesqueira para com 0
municipio, cuja area de pesca compreende a regido de desemboque do Rio Sao Jodo (PMAP,
2020).
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Figura 3. Mapa de localizacdo dos pontos de amostragem de Sphyrna lewini na costa do

estado do Rio de Janeiro.

@ Recreio

© Cabo Frio
@ Copacabana

Fonte: A AUTORA (2021).
3.2.  Amostragem e triagem dos individuos coletados

A coleta progrediu conforme o desembarque das espécies-alvo em colénias de pesca
artesanal. A rede de emalhe posicionada no fundo ou meia-agua, € a arte de pesca utilizada em
todas as colénias, variando entre as localidades pelo tamanho da malha (Copacabana: 50 mm;
Tamoios: 45 a 45 mm; Recreio: 40 mm), quantidade de panos, extensdo e profundidade
(AMORIM-LOPES et al., 2020; ARAUJO et al., 2020).

Os animais foram obtidos de maneira colaborativa com 0s pescadores artesanais, sendo
as espécies-alvo (Sphyrna lewini) adquiridas no mesmo dia que foram desembarcadas e
acondicionadas a -20°C para posterior processamento. Todas as informagdes pertinentes a

coleta como data, estacdo do ano e ponto de amostragem foram também registradas.
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Os individuos coletados foram identificados ao menor nivel taxonémico possivel e seu
sexo averiguado a partir da presenca ou auséncia de clasper, com base em GOMES et al. (2020).
Dados de comprimento total (CT) (cm), comprimento padrdo (CP) (cm) e peso total (PT) (g)
foram medidos com fita métrica (x 1mm) e balanca portatil digital (x 0,01g). Os individuos
foram dissecados e houve a retirada de amostras de musculo, figado, cérebro, rim e gel das
ampolas de Lorenzini. Em seguida, houve a pesagem dos seguintes orgaos: figado (PF),
estdmago inteiro (PE) (g) e peso da carcaca eviscerado (PEV) (g) com balanca de precisdo
balanca digital analitica Marte BL 320h (x 0,001g) e posteriormente acondicionados em sacos
plasticos tipo Ziplock® e em tubos de polipropileno de 15 ml a -20°C. Houve também a
averiguacdo do estagio de desenvolvimento os quais se encontravam, classificados com base
em Vooren et al. (2005) como: “embridao”, “juvenil” e “adulto”.

A coleta se efetuou pelo acompanhamento do desembarque oriundo da pesca artesanal
de elasmobranquios no estado do Rio de Janeiro entre outubro de 2018 e dezembro de 2019.
Foram coletados, ao todo, 15 individuos (14 juvenis e um adulto) de Sphyrna lewini sendo cinco
fémeas, oito machos e dois sem identificacdo. Copacabana apresentou o maior registro
quantitativo, com 86% dos individuos enquanto Tamoios e Recreio representaram cada, 7% do
universo amostral. A espécie S. lewini (n = 12) desembarcada e utilizada no presente trabalho
foi identificada através do uso de chave dicotdmica (GOMES et al., 2019). Conforme observado
na Figura 4, sua caracteristica diagnostica mais pronunciada é ornamentacdo da regido frontal
de seu cefalofdlio. E importante ressaltar que S. lewini se encontra ameacada de extincéo, sendo
classificado como “Criticamente em Perigo” pela Unido Internacional para a Conservagao da
Natureza (IUCN).

Figura 4. Detalhe do cefalof6lio em exemplar de Sphyrna lewini.

Fonte: A AUTORA, 2020.
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A prevaléncia de individuos foi maior nas estacdes de Inverno e Primavera (Tabela 3), todos

capturados em areas de pesca proximas a costa com, em média, 30 metros de profundidade.

Apesar de todos os animais serem classificados como juvenis, os tubardes coletados

apresentaram diferentes tamanhos corporais desde 49,8cm até aproximadamente 2 metros de

comprimento total. Para S. lewini, o tamanho para neonatos varia entre 45 e 50cm e sua

maturacdo ocorre em 1,4m nos machos e 2m nas fémeas. (GOMES et al., 2019).

Aparentemente, para o universo amostral aqui discutido, o tamanho e o sexo dos individuos nao

sdo atributos tao significativos para a distribuicdo dos metais analisados nas diferentes matrizes

estudadas.

Tabela 3. Dados primérios sobre os individuos amostrados Sphyrna lewini na costa do estado do Rio de Janeiro. *

= indicam os individuos ndo utilizados nas analises estatisticas.

Espécie
| Sphyrna lewini*
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini*
Sphyrna lewini*
Sphyrna lewini

Sphyrna lewini

Cadigo
SL 001
SL 002
SL 003
SL 004
SL 005
SL 006
SL 007
SL 008
SL 009
SL 010
SL 011
SL 012

3.3. Assimetria Flutuante

Estacéo
Primavera
Verdo
Primavera
Inverno
Inverno
Inverno
Inverno
Inverno
Inverno
Inverno
Primavera

Verao

Sexo
Fémea
Macho
Macho
Fémea
Fémea
Macho
Macho
Macho
Fémea
Macho
Macho

Estagio
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil

Neonato

PT (kg)

3,90
7,10
4,20
3,30
1,77
2,76
1,91
1,72

2,51
0,60

CT (cm)
116,00
104,00
87,00
71,90
80,30
77,00
71,00
84,90
85,20
49,80

Dados de assimetria flutuante foram coletados através dos métodos propostos por

Palmer & Strobeck (1986) e Leung et al. (2000). Todas as estruturas externas e pareadas dos

tubardes foram medidas com um paquimetro digital Mitutoyo® ABSOLUTE (x 0,01mm),

conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 5. Medidas de assimetria flutuante realizadas nos individuos de Sphyrna lewini

amostrados na costa do estado do Rio de Janeiro
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Fonte: A AUTORA (2021)
Legenda: MLNPet = Margem Livre da Nadadeira Peitoral; MLNPev = Margem Livre da = Nadadeira Pélvica; N=

Narina; DO = Didmetro do Olho; AO = Altura do Olho; Mart = Comprimento entre o entalhe mediano e o olho.

A fim de corrigir a variacdo individual das medidas, todo o procedimento morfométrico foi
repetido duas vezes para cada estrutura, sendo a medida final estabelecida como a média entre
os valores obtidos (PALMER & STROBECK, 1986), resultando nos indices individuais de
cada atributo (FAT1). O indice composto (CA1), que representa o “acumulado” de assimetria no

individuo, foi calculado através das seguintes férmulas:

FA1, = |direita — esquerda/2) 1)
CAl = [ FAL,| (2)

Onde FA1 = indice de assimetria flutuante individual; a = atributo.

3.4. Determinacdo de metais

A determinacdo de metais foi realizada através da anélise por espectrdmetro de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, Nexlon 300x Perkin Elmer EUA), nas
condicbes apresentadas na Tabela 1. Os isotopos dos elementos Ti, Mn, Cu, Zn e Se
quantificados foram: #'Ti, **Mn, ®Cu, %Zzn e #Se. A preparacdo das amostras iniciou com a
retirada de 100 mg de cada tecido (musculo, figado, cérebro, rins e gel das ampolas de
Lorenzini) e pesagem em tubos de polipropileno estéreis de 15 ml. Apos a adigdo de 1 ml de
acido nitrico bidestilado (HNOsP.A, Hexis, Rio de Janeiro) em todas as amostras, as mesmas
foram aquecidas a 100°C por quatro horas a fim de realizar a decomposicao acida. Por fim, as

amostras foram avolumadas a 10 ml com &gua ultrapura obtidos de um sistema de purificacdo

CT.

=
/ ' MLNPelv
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Milli-Q (Millipore, Alemanha) e analisadas. O material de referéncia LANACRO MP0113 N°
96 foi utilizado para aferir a acuricia do método aplicado, e brancos foram analisados da mesma
forma que as amostras. A calibragédo externa multielementar foi realizada por meio de diluigdes
apropriadas em solucdes-padrao de calibragdo Merck IV e pela introduco de solugdo de ®*Rh
(20 mg LY como padrdo interno. Os coeficientes de correlagdo da curva analitica foram
somente considerados quando acima de 0,995. Todas as determinacGes em amostras foram
realizadas em triplicata.

Tabela 1. CondicGes operacionais instrumentais do ICP-MS aplicadas em determinacbes elementares em tecidos

de Sphyrna lewini

Parametro Condicéo
Poténcia de radiofrequéncia 1100 W
Vazdo do gés plasma 17,0 L min!
Vazdo do gas auxiliar 1,2 L min*t
Vazdo do gas carreador 0,98 L min-
Amostrador e Skimmer Pt
Dwell time 50 ms
NuUmero de leituras 5

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) elementares foram calculados de acordo
com os parametros estabelecidos pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO, 2016). Foram aplicadas as seguintes equagdes e os limites citados para

a presente andlise estdo apresentados na Tabela 2.

LOD = (3 x DP x FD) 3)

LOQ = (10 x DP x FD) 4)

DV = desvio padrdo da proporcao do sinal analitico do padréo interno de 10 brancos; FD = fator de dilui¢do da

amostra.
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Tabela 2. Limites de detec¢do e quantificacdo em determinacdes elementares em tecidos de Sphyrna lewini

Elemento LOD (mg kg 1) LOQ (mg kg ?)
Ti 0,05 0,16
Mn 0,01 0,02
Cu 0,01 0,02
Zn 0,06 0,21
Se 0,13 0,43

Legenda: LOD - Limite de deteccdo; LOQ — Limite de quantificag&o.

3.5. Indices Organossomaticos

Os indices organossomaticos compreendem um conjunto de célculos sendo estes: Fator
de condicdo de Fulton modificado (K), indice hepatossomatico (IHS) (VAZZOLER, 1996) e
Quociente de Replecdo Estomacal (QRE) (ORO & MARANTA, 1996), calculadas como:
K = 1000.Pevisc/CT? ()

Pevisc = peso eviscerado (kg); CT = comprimento total

IHS = 100.Pfig/PT (6)
Pfig = peso do figado (g); PT = peso total ()

QRE = Pest/Pevisc (7

Pest = peso do estbmago; Pevisc = peso eviscerado

3.6. Extracdo e determinacdo de metalotioneina
3.6.1. Extracéo

O protocolo de extracdo e determinagdo do biomarcador metalotioneina (MT) seguiu 0
método de Erk et al. (2002). A primeira etapa consiste na extracdo de MT, onde cerca de 150
mg de cada tecido foram pesados e acondicionados em tubos de polipropileno de 2 ml. Foram
adicionados entre 1500 e 1950 uL (dependendo da viscosidade de cada tecido) de tampéo
composto por: Tris-HCI (20 mmol Lt pH 8,6) + Fenil-metil-sulfonil-fluoreto (PMSF) como
inibidor de proteases e B-mercaptoetanol como agente redutor, em cada amostra, seguido de
homogeneizacdo manual a fim de evitar a degradacdo e oxidacdo do biomarcador em questao.
Uma primeira centrifugacdo foi realizada ap6s a homogeneizacao a 20.000 x g por 60 minutos
a 4 °C. Ap6s o fim deste processo, os sobrenadantes foram separados com auxilio de uma
micropipeta e transferidos para novos tubos de polipropileno de 2 mL. As fra¢Ges liquidas
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oriundas da etapa anterior foram entdo aquecidas em chapa de aquecimento por 70 °C durante
10 minutos. Em seguida, uma nova centrifugacéo foi efetuada a 20.000 x g por 30 mina 4°C e,
por fim, os sobrenadantes foram novamente separados, alocados em tubos identificados e

armazenados a -20°C.

3.6.2. Determinacéo

A determinacdo de metalotioneina seguiu protocolo estabelecido Viarengo et al.
(1997) Primeiramente foi preparada uma solucdo estoque de glutationa reduzida (GSH) (10
mmol L) a fim de preparar uma curva analitica utilizando GSH como padrio externo, devido
ao seu baixo custo e sua correspondéncia com a metalotioneina na proporcao estequiométrica
de 20:1. Os pontos da curva analitica foram preparados a 0 umol L, 60 pmol L2, 90 umol L
1120 umol L%, 180 pmol L, 240 pmol L%, 300 pmol L, 500 umol L2, 750 pmol L, 1000
umol Lt e 1500 pumol L?). Ap6s preparo de uma solugdo composta por NaCl (2 mol L?) +
solugdo tampéo fosfato de sodio (0,2 mol L't a pH 8,0) + DTNB (0,43 mmol L), cuja fungéo
estd associada com a atribuicdo de um fator colorimétrico as moléculas de MT de cada
amostra/ponto da curva. Apos adicdo de 1400 pL desta solucdo em cada ponto da curva e
amostras seguido de incubacdo no escuro por 30 minutos, aliquotas de 200 pL de cada amostra
foram transferidas para uma microplaca de polipropileno de fundo chato transparente e as

absorvancias determinadas a 405 nm utilizando um leitor de microplaca.

3.7. Tratamento Estatistico

Considerando a auséncia de dados de alguns individuos coletados, por circunstancias
inerentes ao processamento de pescado nas colbnias de pesca, foram utilizados os dados de
nove dentre os doze tubardes amostrados. Uma vez organizados os dados em matrizes, foi
realizada uma Analise de Componentes Principais (PCA) nos dados de concentracdes de metais
por tecido, a fim de identificar a distribuicdo dos contaminantes entre estes. O método de
Broken-Stick foi utilizado como critério de retencdo dos componentes significativos da PCA.
Para manter as premissas do teste paramétrico, os dados foram transformados aplicando-se a
raiz quadrada.

Com finalidade de confirmar as tendéncias observadas na PCA, uma Anélise
Permutacional de Variancia (PERMANOVA) com 9.999 permutagdes também foi aplicada de
forma univariada, para verificar a significancia da diferenca entre as matrizes biolégicas para

cada metal avaliado e em ambos o0s eixos da PCA, utilizando seus scores, e multivariada
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testando as diferencas entre matrizes bioldgicas para todos os metais analisados. Ainda neste
sentido, foi aplicado um teste post-hoc utilizando-se a correcdo de Bonferroni, explicitando as
respectivas relagdes de significAncia entre as variaveis testadas.

A partir das tendencias observadas na PCA, Andlises de Redundancia (RDA) foram
aplicadas nas matrizes de dados de assimetria flutuante e indices organossomaticos (como
variaveis dependentes) para compreender sua resposta ao uso das concentracdes de
contaminantes como varidveis independentes. Considerando as diferencas escalas de
mensuracao aplicados, os dados foram transformados pelo método de Hellinger (LEGENDRE
& GALLAGHER, 2001) previamente as RDAs e uma Anélise de Variancia (ANOVA) geral e
por eixos foi aplicada para verificar sua significancia. Por fim, a partir dos resultados gerados
pelas RDAs e assumindo a néo linearidade dos dados, foram executados testes de correlagéo de
Spearman aos dados de assimetria flutuante seguindo os critérios de Bryman & Cramer (2011).
As andlises foram realizadas no software RStudio (2021) aplicando-se p<0,05 como critério de

significancia para todos os tratamentos estatisticos realizados.

4. RESULTADOS

Os cinco metais investigados no presente estudo foram detectados em todos os tecidos
analisados (Tabela 6). Os tecidos apresentaram em ordem decrescente, Se > Zn > Ti > Cu >
Mn, para as concentracBes absolutas exceto no figado, cujas concentragdes de Cu foram
superiores as de Ti. A Analise de Componentes Principais (PCA) indicou que 70,1% (p =
0,0001) da variacdo dos dados esta relacionada ao eixo 1, e 12,5% ao eixo 2 (Figura 6). E
possivel observar, ao longo do eixo 1, distribuicdo de maiores concentracdes de metais para
figado e rim, sendo Ti, Cu e Zn com maior expressividade nos tecidos renais, enquanto Se e
Mn se destacam para os tecidos hepaticos. Em contrapartida, cérebro e musculo apresentam
concentragfes menores, em especial de Mn e Se. Por fim, o gel das ampolas de Lorenzini se

destaca como a matriz bioldgica com as concentragcdes mais reduzidas dos metais estudados.
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Figura 6 - Analise de Componentes Principais para concentracbes de metais nos tecidos

amostrados de Sphyrna lewini coletados na costa do estado do Rio de Janeiro.
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Fonte: A AUTORA, 2021.

O diagrama da PCA mostra que os dados sdo significativamente relevantes e sustentados
pela analise dos scores de cada eixo através da PERMANOVA univariada (PC1, F = 33,68 p <
0,0001; PC2, F= 27,52 p <0,0001). A partir dos resultados da PERMANOVA multivariada
foram observadas diferencas pronunciadas entre figado e rim, e cérebro, masculo e gel da
ampola. Considerando a analise realizada de todos os metais agrupados, os tecidos foram
ordenados estatisticamente como Rim > Figado > Musculo = Cérebro = Ampola. Potenciais
diferencas significativas foram avaliadas entre tecidos para cada metal pela aplicacdo de
PERMANOVA univariada. Explorando a relacdo entre figado e rim, constatou-se diferenca
significativa entre os tecidos apenas para o Ti (p = 0,0015), onde as concentragdes renais sao,
maiores que as hepaticas (Tabela 6). Enquanto para Mn, Cu, Zn e Se, as concentracdes em
ambos os tecidos ndo séo estatisticamente diferentes (p > 0,05). APERMANOVA multivariada
engloba cérebro, musculo e gel da ampola como tecidos equivalentes quanto a concentragdo
dos cinco metais, porém, novamente, quando se consideram as diferencas entre tecidos de cada
metal é possivel constatar que apenas as concentracdes de Se ndo sdo significativamente
distintas entre os trés tecidos. As concentracdes de Ti, Mn, Cu e Zn (p < 0,05) no gel das
ampolas se distinguem de cérebro e musculo, sendo as mais baixas encontradas nesta anélise
(Figura 6). Neste contexto, ha ainda diferengas significativas entre as concentra¢des de Cu (p =
0,0015) e Zn (p = 0,0015) entre cérebro e masculo, as quais sdo mais elevadas nos tecidos
cerebrais (Tabela 6), e ndo havendo diferenca significativa entre tais tecidos para Ti, Mn e Se.

Assim, verifica-se que o figado e rim apresentam as maiores concentracfes de metais, o cérebro
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e masculo, concentracGes intermediérias e, por fim, concentracfes mais reduzidas no gel das
ampolas entre as matrizes bioldgicas aqui estudadas, confirmando as tendéncias observadas na
PCA (Figura 6).

Figura 7. Concentracdes de Cu, Ti, Zn, Mn e Se nos tecidos amostrados de Sphyrna lewini coletados na

costa do estado do Rio de Janeiro, respectivamente. Valores expressos em peso Gimido (mg kg ™)
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Fonte: A AUTORA, 2021.
Legenda: AP —ampola; CB — cérebro; FG — figado; MS — musculo; RM — rim; p.u. — peso mido

Foram encontradas concentracdes de MTs nas matrizes biologicas analisadas de S.
lewini, o figado apresentou, em média, as maiores concentracdes, seguido do musculo, cérebro,
gel das ampolas e rins — de forma decrescente (Figura 8), mas nenhuma diferenca significativa
entre os tecidos quanto as concentragdes de MTs. Correlagdes de Spearman foram aplicadas
para verificar a acdo da MT como via bioquimica de destoxificacdo, no entanto esta retornou
com apenas uma correlacao significativa negativa forte (MT x Mn no musculo, p=0,046r = -
0,74). Hauser-Davis et al. (2021) determinam que, ao estabelecer correla¢des significativas e
negativas é possivel afirmar que houve a destoxificacdo do referido metal pela via da MT,
portanto, é possivel observar este processo ocorrendo para Mn em tecidos musculares de S.

lewini. Enquanto para o Ti, foi observada uma correlacdo marginalmente significativa (MT X
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Ti no masculo, p = 0,057 r = 0,71). Neste caso, por ser uma correlacdo positiva, postula-se que

a MT foi induzida pela presenca de Ti no masculo, mas nédo foi capaz de realizar destoxificacao.

Figura 8. ConcentracGes de metalotioneina em tecidos de S. lewini capturados na costa do

estado do Rio de Janeiro. Valores expressos em peso Gmido (ug mg™).

0,2-

MT (umol mg?)

0,0 -

AP CB FG MS RM
Fonte: A AUTORA, 2021.
Legenda: AP —ampola; CB — cérebro; FG — figado; MS — musculo; RM — rim; p.u. — peso imido

As analises de redundancia foram realizadas entre as concentra¢es dos cinco metais
em figado, masculo e rins (individualmente) como variaveis independentes e os valores dos
indices organossomaticos (IHS, K e QRE) como variaveis dependentes. As RDAs resultantes
para figado e rim (APENDICE A), nio demonstraram significancia com o teste ANOVA, em
contrapartida, a RDA entre as concentragdes do musculo se mostrou estatisticamente
significativa (ANOVA para RDA em geral, p = 0,019 para cada eixo, RDAl1 p = 0,031).
Conforme observado na Figura 9, é possivel constatar a tendéncia de incremento no IHS e
decréscimo de QRE com aumento das concentra¢cdes de Cu no musculo e, em oposicéo,
menores concentracdes de Ti estdo associadas ao incremento do IHS. E possivel constatar que
0 IHS, neste caso, representa o atributo organossomatico mais responsivo a presenca dos

contaminantes estudados, com destaque para o Cu. A nivel individual, é importante ressaltar
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que a maior porcentagem de contribui¢cdo do volume hepatico foi encontrada no individuo de

menor tamanho, enquanto os maiores individuos desta analise apresentaram as menores

porcentagens, com destaque para SL003, cuja representatividade do figado se mostrou muito

baixa (Tabela 4).

Tabela 4. Valores individuais de Fator K, IHS e QRE em Sphyrna lewini capturados da costa do Rio de Janeiro.

Codigo
SL 002
SL 003
SL 004
SL 005
SL 006
SL 007
SL 008
SL 011
SL 012

Fator K (g cm™)

3,504 x 10°°
3,179 x 10
4,275 x 10°°
3,995 x 10
4,162 x 10°°
3,538 x 10°®
4,331 x10°°
3,492 x 10°°
1,7 x 103

IHS (%)

1,25
0,02
3,96
4,28
4,56
3,24
4,02
2,81
7,89

QRE (g kg™)
38,39
34,00
31,70
37,33
49,56
31,32
24,58
27,82
39,67

Os parametros de assimetria flutuante mensurados foram analisados por meio de RDAs,

seguindo as mesmas premissas aplicadas nas analises dos indices, onde as concentra¢fes dos

metais foram consideradas variaveis independentes e os indices de assimetria, variaveis

dependentes. Os resultados, no entanto, ndo demonstraram significancia por meio do teste de

ANOVA em nenhum dos tecidos (ANEXOS B e C).
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Figura 9. Analise de redundancia entre concentragbes de metais no musculo e indices

organossomaticos nos tecidos amostrados de Sphyrna lewini coletados na costa do estado do Rio de

Janeiro.

RDA2

Fonte: A AUTORA , 2021.
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Legenda: IHS — indice hepatossomatico; Fator K — fator de condicdo; QRE — quociente de replecdo estomacal.

NADPV x MsSe
NADPT x MsCu
DiamOlho x MtMs

Tais variaveis foram correlacionadas pelo método de Spearman. Foram encontradas sete

correlagdes significativas (p < 0,05), conforme observado na Tabela 5.

Tabela 5. Gréfico de correlagdes entre concentracfes de metais em figado e misculo X indicadores morfométricos

Correlagéo
IHS X FiTi
IHS X FiMn
IHS X MsMn
IHS X MsCu
IHS X MTMs
Mart x FiZn

P valor

0,049
0,029
0,049
0,013
0,049
0,009
0,015
0,031
0,012

Sperman r

-0,67
-0,72
0,67
0,78
-0,67
0,80
-0,77
-0,71
-0,78

Classificacdo
Negativa moderada
Negativa Forte
Positiva moderada
Positiva forte
Negativa moderada
Positiva forte
Negativa forte
Negativa forte

Negativa forte

Legenda: Fi = figado; Ms = masculo; MT = metalotioneina; Mart = indice FA1 para o cefalofolio; OlhoDiam =
indice FAL para o diametro do olho; NADPV = indice FAL para a nadadeira pélvica; NADPV = indice FAL para

a nadadeira peitoral; IHS = indice hepatossomatico. A notacdo em forma FiTi, por exemplo, indica a

concentracdo de Ti no figado. Os critérios de classificagdo das correlagbes seguiram conforme estabelecido por

Bryman & Cremer (2011).



Tabela 6. Estatistica descritiva. Valores expressos em peso timido (mg kg )

Metal

Ti

Cu
Zn
Mn
Se

Metal

Ti
Cu
Zn

Se

Metal
Ti
Cu
Zn
Mn
Se

Figado
Min-Max. (mg kg ?)

0,75 -2,17
0,88 - 8,35
3,41-12,3
0,26 - 1,03
22,13 - 179,37
Cérebro
Min-Méx. (mg kg )

1,25-2,45
0,62 -0,98
3,46 - 5,94
0,054 -0,12
7,35 -50,8

Media + DV (mg kg 1)

1,44 + 0,42
2,28 +2,35
6,16 + 3,40
0,65+ 0,24
101,94 + 42,53

Media + DV (mg kg %)

1,71+£0,81

0,81+0,35

4,28 +1,97

0,10 + 0,04
25,69 + 18,30

Gel das Ampolas

Min-Max. (mg kg 1)

0,12-0,44
0,042-0,1
0,53-1,59
0,025 - 0,087
2,19-541

Media + DV (mg kg %)

0,22 +0,12
0,07 + 0,02
1,06 £0,38
0,04 +£0,03
21,75+ 20,55

Metal

Ti

Cu
Zn
Mn
Se

Metal

Ti

Cu

Zn

Se

Min-Max. (mg kg 1)

1,45-1,93
0,14 -0,42
1,72 - 2,65
0,076 - 0,22
25,0 - 56,4

Min-Max. (mg kg )

1,86 - 4,15
2,21-1,14
4,98 - 14,8
0,17-0,89
31,8-89,4

Musculo

Rim

Media + DV (mg kg -1)

1,71+0,18
0,21 +0,09
2,08 +0,32
0,12 +£0,05
34,81 +£9,48

Media + DV (mg kg -1)

2,50 £ 0,68
1,50+0,31
7,35+ 3,11
0,35%0,24
64,67 + 18,85

40

Legenda: Estatistica descritiva para as concentragdes de metais em tecidos de S. lewini. “Min — Méx.” = valores minimos e maximos encontrados; +DV = desvio padrao.

Musculo, rim e figado — n = 9; cérebro e ampola —n = 6.
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5. DISCUSSAO
5.1. Exposi¢do a contaminagao quimica e bioacumulagéo

Grandes predadores marinhos sdo conhecidos pela elevada vulnerabilidade a
contaminacdo quimica, muitos estudos abordam a quantificacdo de metais e metaloides
emblematicos, como mercurio e chumbo, focando em aspectos de seguranca alimentar e risco
de contaminacdo humana pelo consumo de recursos pesqueiros atingidos por poluentes
quimicos (WALKER et al., 2014; TIKTAK et al., 2020). A importancia de tais investigacdes €
imprescindivel para o dimensionamento do impacto de estressores ambientais, no entanto, ainda
existe uma grande lacuna do conhecimento com relacéo a avaliagbes de como a incorporacéo
de metais e metaloides afeta a salde de elasmobrénquios, representando empecilhos para o
estabelecimento de planos de manejo e conservagdo mais acurados as correntes ameagas ao
grupo (WOSNICK et al., 2021).

No presente estudo, Ti foi detectado em todos os tecidos de S. lewini, porém o repertorio
bibliografico da contaminacéo por Ti em Sphyrna lewini ndo permite discussdes profundas pois
ndo hé estudos que elucidem tal assunto. Hauser-Davis et al. (2021) avaliaram a presenca de
metais em mausculo e figado de tubarBes-azuis (Prionace glauca) no Atlantico Norte,
encontrando 19,69 mg kg p.u. de Ti no masculo e 2,31 mg kg™ p.u. no figado e S. lewini da
costa do Rio de Janeiro apresenta maiores concentragdes no masculo (1,71 + 0,18 mg kg™ p.u)
do que no figado (1,44 + 0,42 mg kg p.u), é possivel observar também que os niveis de Ti sdo
cerca de dez vezes menores para 0s tubardes-martelo deste estudo. Diferengas também sdo
observadas em relacdo as quantificacdes de Ti em musculo do tubardo megaboca (Megachasma
pelagios), que se apresentou como o elemento quantificado mais abundante, contendo em
média, 547 mg kg™ p.u (YUN-RU et al., 2016). Para além das fontes antropicas de Ti, Yun-Ru
et al. (2016) ressaltam que a estratégia alimentar planctivora de M. pelagios € um componente
fundamental para explicar as elevadas concentracdes de Ti encontradas, visto que ha uma
tendencia de acumulo do elemento em organismos planctdnicos.

Neste sentido, apesar de ocuparem nichos troficos muito semelhantes, a nédo
conformidade entre as concentra¢des de Ti para S. lewini e P. glauca provavelmente tem relagédo
com os diferentes estagios de vida na qual foram amostrados (tubardes azuis — todos adultos;
tubarBes-martelo — todos juvenis) e suas distintas ocupacdo de habitat (P. glauca sendo
oceanico; S. lewini sendo costeiro) (HAUSER-DAVIS et al., 2021). Além de tubardes, raias e
quimeras também estdo sujeitas a acumular Ti, de acordo com Morris et al. (2016), os valores

médios do metal para a quimera do Cabo (Callorhinchus capensis) foi 998,03 mg kg™ p.u, em
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raias-viola (Rhinobatos annulatus e Rhinobatos blochii) com 321,92 mg kg p.u. e 845,65 mg
kg p.u, respectivamente, sdo explicados, para além das hipoteses troficas, pela diferenca dadas
pelas classes de tamanho, onde os maiores individuos detiveram as maiores concentragoes,
dando suporte a hipdtese supracitada. Para as raias elétricas brasileiras (Narcine brasiliensis)
foi comprovada além da bioacumulagéo de Ti em fémeas prenhes (figado = 2,34; musculo =
1,16; 6rgdo elétrico = 1,32; branquias = 1,65; gonadas = 1,93 mg kg p.u.). Da mesma forma,
os embrides de N. brasiliensis, apresentaram concentracdes médias superiores quando
comparadas aos individuos adultos (figado = 1,98; musculo = 5,6; 6rgdo elétrico = 2,52;
branquias = 2,9; vitelo = 8,01 mg kg-1 p.u.), sendo estes contaminados pelo mecanismo de
transferéncia materna - reforcando que ha um potencial danoso para a contaminagdo por Ti
(LOPES et al., 2019). Ainda que ndo tdo bem elucidado, h4 indicios de que a incorporagédo
deste elemento nos sistemas aquaticos pode causar efeitos a longo prazo tanto em plantas,
guanto peixes (ASZTEMBORSKA et al. 2018). Experimentos de exposicdo a nhanoparticulas
de TiO2 no curimbata (Prochilodus lineatus), por exemplo, comprovam sua acumulacdo em
figado, rins, cérebro e masculo, bem como a reducéo da atividade da acetilcolinesterase, enzima
fundamental a transmissdo do impulso nervoso, evidenciando o potencial neurotoxico de Ti
(CARMO et al., 2019).

Bergés-Tiznado et al. (2015) observam que as concentracdes médias de Se em tecidos
de S. lewini do México, de forma decrescente, se ordenavam da seguinte forma: rins (10 mg kg
1 p.u.) > figado (7,7 mg kg* p.u.) > cérebro (1,3 mg kg p.u.) > masculo (1,2 mg kg* p.u.).
Dada a natureza semelhante do estudo citado e a atual analise, € possivel comparar com mais
acuracia e constatar que Se foi distribuido entre os tecidos de forma diferenciada, onde,
conforme observado para a costa do Rio de Janeiro as concentra¢Bes se comportam, de forma
decrescente: figado > rins > musculo > cérebro > gel das ampolas. E importante ressaltar que,
para a costa mexicana, foram registrados 28,6 mg kg™ nos rins, como sendo a concentragio
maxima de Se encontrada por Bergés-Tiznado et al. (2015) para a espécie citada. A nivel de
comparacéo dentro do género Sphyrna, as concentragdes de Se se mantiveram abaixo do limite
de deteccdo em amostras de S. mokarran e, portanto, descartadas da analise por Cagnazzi et al.
(2019) — cenério oposto ao encontrado no presente estudo, no qual o Se é destacado por
apresentar as maiores concentracdes relativas em todos os tecidos amostrados de S. lewini (rins
64,67 £ 18,85; figado 101,94 + 42,53; cérebro 25,69 + 18,30; gel das ampolas = 21,75 + 20,55;
musculo 34,81 + 9,48 mg.kg? p.u.) Da mesma forma, S. zygaena capturados no México

apresentaram concentragdes, em média, dez vezes menores de Se (musculo = 0,87; nadadeiras
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= 0,34 mg.kg? p.u) quando comparados com S. lewini apresentados pelo presente estudo
(ESCOBAR-SANCHEZ et al., 2010). Ruelas-Inzunza et al. (2020) compila estudos que
mostram niveis de Se em musculo de S. lewini e S. zygaena variando entre 0,33 e 3,24 mg kg™
(peso umido) para diferentes locais - Mediterraneo, Golfo da California e o Pacifico oriental
tropical - evidenciando novamente as elevadas concentracfes de Se encontradas para tubardes-
martelo da costa do Rio de Janeiro.

A principal fonte de Se, assim como para a maioria dos metais, em predadores marinhos
é através da ingestdo, que compde cerca de 80% da via de incorporacdo do elemento, sendo
fundamental em diversos processos moleculares através de sua acdo antioxidante
(ALEXANDER, 2015). No entanto, a utilizacdo do Se em processos industriais e hospitalares
pode representar risco & incorporagdo excessiva do metal em sistemas naturais, podendo causar
danos a biota exposta (LEMLY, 1993; ALEXANDER, 2015). Vale ressaltar, nesta perspectiva,
que existe um potencial desconhecido acerca de efeitos negativos em elasmobranquios
promovidos pela exposicdo a niveis excessivos de Se. Lara et al. (2020) classificam como
elevadas as concentragfes médias de Se em tecidos hepaticos encontradas para o tubardo-raposa
pelagico (Alopias pelagicus) no México tanto em machos (juvenis: 1,92 + 0,70 mg kg™ peso
seco; adultos: 2,85 + 1,31 mg kg™ peso seco) e fémeas (juvenis: 2,26 + 0,71 mg kg™ peso seco;
adultos 2,39 + 1,01 mg kg™ peso seco). Considerando que A. pelagicus e S. lewini possuem
niveis troficos semelhantes, é possivel tracar um paralelo entre ambos os estudos, afirmando
que os individuos discutidos aqui também apresentam niveis elevados de Se, inclusive
superiores aos supracitados para o tubardo-raposa pelagico (FROESE & PAULY, 2021). A
exemplo disto, o Lago Belews, localizado nos Estados Unidos, se tornou um caso emblematico
de contaminacéo por Se oriundo de aguas residuais da industria termoelétrica local, causando
efeitos profundos nas assembleias ictioldgicas locais (LEMLY, 1993; 2002). Foram observados
danos em tecidos branquiais, hepaticos, renais, cardiacos, gonadais e oculares, processos
teratogénicos e profunda reducédo na diversidade de peixes no local, ilustrando a extensdo de
efeitos negativos originados da exposicdo excessiva a um metal essencial (LEMLY, 1993;
2002).

As concentracdes hepéticas de Cu encontradas em S. lewini aqui (figado 2,28 + 2,35;
musculo = 0,21 + 0,09 mg.kg™? p.u.) se mostram préximas as relatadas para a mesma espécie
na costa maranhense (musculo =1,89; figado = 3,95 mg.kg™ p.u.) por Wosnick et al. (2021), no
entanto, inferiores para ambos tecidos no presente estudo. Os niveis de Cu no musculo de S.
lewini detectados para o Golfo da Califérnia (20,6 + 0,4 mg.kg™ p.s.) e Flérida (2 mg.kg? p.s.)
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se mostraram superiores quando comparados com o presente estudo e, da mesma forma, quando
comparado com S. zygaena do Mediterraneo (1,45+0,41 mg.kg™ p.u), sendo o figado, o tecido
gue mais concentrou este metal (WINDOM et al., 1973; STORELLI et al., 2003; RUELAS-
INZUNZA et al., 2007). Para os tubarbes-martelo amostrados no Rio de Janeiro, da mesma
forma, os tecidos hepéaticos se mostraram 0s mais pronunciados quanto a acumulacéo de Cu
(Tabela 6), destoando principalmente de Ruelas-Inzunza et al. (2007), cujas concentracdes de
Cu no figado da mesma espécie no Golfo da Califérnia se mostraram tdo baixas que nao
puderam ser detectadas por sua anélise. S. lewini do Golfo de Tadjoura (Oceano Indico)
apresentaram niveis hepaticos de Cu superiores aos musculares, e assim como no presente
estudo, o figado possuia, em média, dez vezes mais Cu do que o masculo (BOLDROCCHI et
al., 2019). Por fim, a Unica semelhanca encontrada entre as concentragdes de Cu em tecidos
musculares de S. lewini aqui apresentados (0,21 mg.kg™ p.u) foi para individuos amostrados
em Papua-Nova Guiné (0,21 mg.kg? p.u) (POWELL et al., 1981).

As quantificacbes de Zn em musculo e figado de tubarbes-martelo se mostram
superiores para S. lewini no Golfo da Califérnia (19 mg.kg? p.s.), Florida (15 mg.kg™ p.s.), e
Pacifico Sul (3,8 mg.kg? p.s.) (WINDOM et al., 1973; POWELL et al., 1981; RUELAS-
INZUNZA et al., 2007; BOLDROCCHI et al., 2019). Bem como para S. zygaena e S. tiburo no
Atlantico Norte (S. tiburo = 8 mg.kg? p.s.) e para S. zygaena = 6,97 15 mg.kg? p.u. no
Mediterraneo (WINDOM et al., 1973; STORELLI et al., 2003). Comparando concentragdes de
metais com espécies de grande porte amostradas nas Bahamas, (Carcharhinus perezi, C.
acronotus, C. leucas, Galeocerdo cuvier, Negaprion brevirostris e Ginglymostoma cirratum)
cujos niveis troficos (entre 4.1 e 4.5), sdo semelhantes ao dos tubardes-martelo (4.1 + 0.5) é
possivel observar compatibilidade nos niveis médios de Mn, mas concentracdes inferiores em
S. lewini de Cu e Zn (FROESE & PAULY, 2021; SHIPLEY et al., 2021).

As variacOes de metais e metaloides encontradas entre individuos da mesma espécie e
género ou entre taxons distintos possuem carater multifatorial, podendo estar associadas a
fatores internos (fisiolégicos, morfoldgicos, metabdlicos, intra e interespecificos, individuais
etc.) ou externos (disponibilidade e qualidade de presas, processos de contaminacéo, geografia,
temperatura, salinidade, correntes etc.) (HICKS et al., 2019). A diferenca nas dietas entre
espécies constitui uma das atribui¢cGes mais discutidas para explicar o acumulo diferencial de
metais de forma interespecifica. No entanto, € importante salientar que, ao longo do
desenvolvimento de uma espécie, observam-se mudancas ontogenéticas na exploragdo de itens

alimentares, fazendo com que individuos em diferentes fases de vida apresentem também
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concentracOes distintas, conforme observado para tubardes-raposa (Alopias vulpinus) e mako
(Isurus oxyrhinchus) quanto a acumulacéo de contaminantes organicos (LYONS et al., 2019).
Em tubarBes-martelo, a mudanca ontogenética foi comprovada para a costa colombiana, no qual
Estupifian-Montafio et al. (2021) observam que S. lewini explora recursos alimentares costeiros
nos estagios iniciais de vida, entre 2 e 4 anos de vida consome presas oceanicas e adultos (> 4
anos) consumem presas costeiras de niveis trofico mais elevados, ressaltando a dindmica trofica
ao longo do ciclo de vida da espécie, o que afeta diretamente em sua assimilacdo de
contaminantes. LYONS et al., (2019) ressaltam que a transferéncia materna de contaminantes
também constitui um fator de contribuicdo para variabilidade intra e interespecifica nas
concentracOes de contaminantes ao longo do ciclo de vida dos elasmobranquios.

E necessario considerar também que a idade e taxa de crescimento influem fortemente
nos balancos fisiol6gicos de acumulacdo e eliminacdo de metais, bem como os atributos de
histdria de vida (migracéo, sedentarismo, investimento reprodutivo, dentre outros), inclusive ja
observado para S. mokarran (RUMBOLD et al., 2014; SHIPLEY et al., 2021). Tendo em vista
que os representantes de S. lewini analisados neste estudo séo juvenis (CT < 1,4m em machos
e CT < 2m nas fémeas) e imaturos reprodutivamente, é possivel que tal fato explique as
concentracdes reduzidas de metais e metaloides em seus tecidos (exceto para Se). Comparado
com outras espécies de tubardes, juvenis de S. lewini apresentam elevadas taxas metabolicas, o
que também deve ser considerado para elucidar as baixar concentracGes de metais aqui
encontradas (LOWE, 2002). A auséncia de valores de referéncia traduzindo limites de
concentracfes de contaminantes seguras para a saude de elasmobranquios também dificulta
afirmativas do que pode ser considerado niveis baixos ou elevados de um estressor ambiental
em tubarfes e raias. Varidveis ambientais atuam como fatores determinantes para a
incorporacdo de contaminantes de ecossistemas e comunidades aquaticos (SHIPLEY et al.,
2021). As dinamicas oceanograficas sdo fundamentais para compreender o aporte e
disponibilidade de metais nos ecossistemas marinhos, como ocorre na Baia de Guanabara cuja
biodisponibilidade de metais — principalmente para Cu e Zn - varia de acordo com a
pluviometria, salinidade, atividade microbiana, circulacdo de correntes e topografia
(FISTAROL et al., 2015; MONTE et al., 2017). Neste sentido, Hicks et al. (2019) observaram
que o pescado proveniente de regides tropicais quentes possuem 0s maiores teores de Zn
enguanto, para o Se, peixes marinhos oriundos de regides mais frias detém o0s niveis mais
elevados, logo, é possivel afirmar que as diferencas discutidas anteriormente podem ser

justificadas também pelas caracteristicas distintas de cada regido de amostragem.
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5.2. Dinamica tecidual de Ti, Cu, Zn, Mn e Se em S. lewini da costa do Rio de Janeiro

A distribuicdo tecidual de metais e metaloides constitui um dos aspectos mais
importantes que elucida o comportamento dos contaminantes em diferentes matrizes bioldgicas,
visto que raramente estes se limitam a bioacumular somente em um tecido. Em geral, as
pesquisas ecotoxicoldgicas acessam aspectos de contaminacgdo analisando musculo e/ou figado,
cuja relevancia é consideravel, mas ainda se faz necesséria a extensdo de tais analises para
outros tecidos a fim de compreender como a contaminacdo afeta a salde sisttmica de
organismos avaliados (STORELLI et al., 2011). O organotropismo de metais e metaldides para
tubarbes pode variar tanto por caracteristicas do organismo, quanto por particularidades dos
proprios contaminantes — como por exemplo, no tubardo-da-Groelandia (Somniosus
microcephalus) onde os compostos lipofilicos (contaminantes organicos) tenderam a depositar
de forma diferencial, entre os tecidos, em contraposi¢do aos compostos com maior afinidade
por matrizes com mais proteinas (metais) (CORSOLINI et al., 2014). Em elasmobranquios,
assim como para outros vertebrados, é possivel observar que o figado é o6rgdo-alvo de
contaminantes por compor a principal rota de destoxificacdo metabolica de substancias nocivas,
de modo que, a acumulacdo de metais como o Cu, em tecidos hepaticos, pode induzir a sintese
de metaloproteinas carreadoras de tais compostos e, portanto, reforcando o organotropismo
positivo de alguns metais com o figado (DE BOECK et al., 2010; BARRERA-GARCIA et al.,
2013). Fortes evidéncias sugerem que figado e rins se tornam 6rgdos-alvo de contaminantes por
serem matrizes bioldgicas com elevada atividade metabolica, assim como observado nos
resultados apresentados aqui para tubardes-martelo (STORELLI et al., 2011). Desta forma,
Wosnick et al. (2021) observam que o figado apresenta concentracdes expressivas de metais
para espécies de tubardes capturadas no Nordeste do Brasil, inclusive para S. lewini.

Ainda gue exista uma direcdo esperada para a dinamica tecidual de metais, como inferir
que os contaminantes irdo ser depositados em maiores quantidades em figado e rins, é
importante considerar as diferentes toxicocinéticas de cada metal, visto que alguns possuem
tropismo positivo com certas matrizes biologicas. Os niveis de alguns metais em tecidos
musculares aparentemente sdo direcionados positivamente com uma certa variabilidade
ontogenética e entre espécies, como observado para o merctrio (ENDO et al., 2008). E possivel
observar que os fatores de influenciam bioacumulacdo muscular em elasmobranquios podem
ser relacionados ao “fator de dilui¢ao” corrente durante a maturagao e proporcional a taxa de

crescimento(TERRAZAS-LOPEZ et al., 2016). A fase durante o ciclo reprodutivo também
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pode ser uma condicionante relevante para o direcionamento de contaminantes no musculo,
como por exemplo, fémeas gravidas de Rhizoprionodon spp. tendendo a apresentar
concentracOes elevadas de metais na matriz muscular, o que provavelmente se explica pelo
incremento na alimentacdo em fases pré-natais (FRIAS-ESPERICUETA et al., 2014,
AMORIM-LOPES et al., 2020). Os S. lewini analisados para a costa do Rio de Janeiro
apresentaram, no musculo, concentracdes intermediérias dos cinco metais discutidos, quando
comparado aos outros tecidos — da mesma forma que no cérebro, cujos niveis de metais foram
também considerados intermediarios. No Mediterraneo, o Zn em cérebro e musculo do tubardo
canejo (Mustelus mustelus) — espécie com nivel trofico proximo ao de S. lewini - foi encontrado
em proporcdes semelhantes das observadas aqui, 2:1, respectivamente — ainda que M. mustelus
apresentasse maiores concentracdes absolutas, em termos de dindmica tecidual, é possivel
encontrar correspondéncias. Para o Cu, no entanto, S. lewini apresentou proporc¢des de 4:1 entre
cérebro e musculo, enquanto M. mustelus manteve 2:1 entre os mesmos tecidos (STORELLI et
al., 2011). Alves et al. (2016) e Ehnert-Russo & Gelsleichter (2020) investigaram possiveis
efeitos da contaminacdo por mercurio em cerebros de Prionace glauca e Rhizoprionodon
terraenovae, respectivamente, mas observaram que o0s biomarcadores aplicados nao
apresentaram boa sensibilidade a presenca do metal, reiterando a aplicacdo de diferentes
abordagens para compreender tais fendbmenos em compartimentos bioldgicos pouco explorados
em elasmobranquios. Aparentemente, para contaminantes organicos a dinamica de
bioacumulacéo é mais bem compreendida para tecidos cerebrais por serem lipofilicos, visto que
0 6rgdo possui teores elevados de lipidios, o organotropismo se torna mais claro (LYONS et
al., 2021). Os conhecimentos acerca dos efeitos de contaminantes inorganicos em tecidos
neurais de elasmobranquios ainda sdo muito embrionarios e precisam ser elucidados da forma
mais eficiente possivel especialmente para as fases iniciais de vida que possuem grande
vulnerabilidade aos efeitos de estressores ambientais (EHNERT-RUSSO & GELSLEICHTER,
2020; MARTINS et al., 2020). Cave & Kajiura (2020) demonstram pela primeira vez que, em
exposicdes laboratoriais que assemelharam ao grande derramamento de petréleo no Golfo do
México México (concentragdo final de 6leo cru = 0,01%/48h). Neste experimento a raia do
Atlantico (Hypanus sabinus) foram submetidas a inanicdo e avaliadas através do estimulo ao
forrageamento - apresentando menor eficiéncia comportamental na procura de presas nos
organismos expostos em relacdo aos organismos em ambiente controle. A modificacdo no
habito de forrageamento esteve diretamente ligado com interferéncia no sistema

eletrossensorial da espécie estudada (CAVE & KAJIURA, 2020). Logo, o gel das ampolas de
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Lorenzini (componente do sistema eletrossensorial) foi utilizado como matriz bioldgica, no
presente estudo, em carater exploratério, presumindo-se que os efeitos da contaminacdo
ambiental podem se estender aos sistemas sensoriais de tubardes-martelo. A maioria dos
trabalhos envolvendo as gel das ampolas de Lorenzini, no entanto, tangem as areas da
morfologia e caracterizacdo i6nica, fazendo com que este seja um estudo pioneiro no uso deste

sistema como matriz bioldgica para determinacdo de metais em elasmobranquios brasileiros.

5.3. Destoxificacdo bioquimica em tubardes: A via da metalotioneina

A aplicacdo de marcadores moleculares para mensurar respostas secundarias e terciarias
vém sendo extensamente utilizada em peixes 0sseos e, mais recentemente, para
elasmobranquios. Ainda sdo observadas grandes discrepancias para tal abordagem ente os
grupos. As metalotioneinas (MTs) podem ser induzidas pela presenca de metais em tecidos
bioldgicos, sendo comprovada sua capacidade de destoxificacdo de As, Ag, Cd, Cs, Cu, Hg,
Pb, Se, Ti e Zn (De BOECK et al., 2010; LOPES et al., 2019; HAUSER-DAVIS et al., 2021).
O presente estudo, no entanto, ndo apresenta resultados representativos quanto a destoxificacéo
de metais pelas MTs nos tecidos de S. lewini, 0 que provavelmente esta associado com a menor
capacidade de destoxificacdo em individuos juvenis, quando comparados com as taxas de
eliminacdo de metais em adultos (SAMUEL et al., 2021). O figado apresentou as maiores
concentracGes de MT como esperado, j& que tais proteinas sdo 6rgao-especificas e tendem a
sofrer maior inducdo de sintese nesta matriz bioldgica (SAMUEL et al., 2021). Os rins, por sua
vez, desempenham papel fundamental na excrecdo fisioldégica e bem como na producédo de
metalotioneinas (ROESIJADI, 1992). As concentracfes de MT nos rins, no entanto, foram as
mais baixas detectadas neste estudo — negando a expectativa de que tecidos renais
apresentassem concentragdes proximas as hepéticas. Da mesma forma, Company et al. (2010)
ndo identifica correlacdes entre MTs e a concentracdo de metais em musculo, figado e branquias
do cacdo canejo (Deania hystricosa), tubardo-lanterna (Etmopterus princeps) e da quimera
(Hydrolagus pallidus) concluindo que possivelmente as MTs ndo possuem tanta expressividade
nas vias de destoxificacdo de metais em peixes de aguas profundas, visto que estes possuem
adaptacdes fisioldgicas distintas em fungdo do habitat em relacdo aos peixes de aguas rasas
(COMPANY et al., 2010). Para embrides de Narcine brasiliensis, no entanto, foi constatada a
destoxificacdo eficiente de Ag (prata) nas branquias; Ti e Se nos orgédos elétricos pelas MTs,
além de ter sido induzida por outros metais avaliados (AMORIM-LOPES, dados nao

publicados).
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5.4. Aplicacdo de indices de condicdo corporal como proxy de condi¢do corporal
mediante a contaminacao quimica em S. lewini.

Pesquisas de cunho ecotoxicoldgico em elasmobranquios voltadas para respostas
secundarias e efeitos subletais originadas pela exposi¢cdo a contaminantes, sdo extremamente
necessarias para mensurar o grau de impacto de processos poluidores sob o taxon (SKOMAL
et al., 2012). Para fomentar este campo, visto o declinio massivo e rapido que o grupo vem
sofrendo, o presente estudo avalia a resposta de indicadores de condicdo corporal a presenca de
metais na espécie ameacada S. lewini. Os indices de condicdo corporal sdo aplicados varios
grupos zooldgicos sob diversos contextos como avaliagdo do impacto de polui¢do e mudancas
climéticas, efeitos de interacdo intraespecificos, de predacao ou parasitismo, podendo assim ser
atribuido o valor de “ferramenta” para tal conjunto de técnicas (STEVENSON & WOODS,
2006). O fator de condicdo (K) pode traduzir, em termos gerais, a salde sistémica de uma
espécie, como observado por Wosnick et al. (2021), que encontraram menores parametros do
fator de condigdo correlacionado com niveis aumentados de Cu, niquel e cobalto em tecidos de
oito espécies de tubarbes na costa do Maranhéo, incluindo S. lewini. Da mesma forma, Tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus) em condi¢cdes de exposicao cronica a Zn, Cd e Cu, tiveram
seus indicadores de condicgéo corporal afetados, apresentando reducdes significativas de IHS e
K mediante & acumulagdo de tais contaminantes (KARAYTUG et al., 2007; CIFTCI et al.,
2015). Em contrapartida, foram encontrados no sangue de tubarbes-branco (Carcharodon
carcharias) na costa sul-africana concentrages muito elevadas de mercurio (146,98 pg L),
arsénio (833,43 ug L) e Cu (398,62 pug L) que, surpreendentemente, ndo mostraram nenhum
efeito negativo sob a condicdo corporal (Fator K) dos individuos amostrados (MERLY et al.,
2019).

Na perspectiva individual, a maior porcentagem de IHS para o tubardo SL012 (Tabela
4) corrobora com LYONS et al., (2020), que postula maiores volumes hepaticos em neonatos
devido ao investimento materno na condicao energética da prole, caracteristico para S. lewini.
SL002 e SLO03, por outro lado, apresentaram as menores porcentagens de IHS, 1,25% e 0,02%
respectivamente, em contraste com 0s maiores comprimentos e pesos do universo amostral
analisado. Nestes mesmos individuos também foram encontradas as maiores concentracdes de
Zn e Cu no figado, o que pode ser uma evidéncia da influéncia de metais na saude de S. lewini.
Na California, juvenis de C. carcharias apresentaram acumulo de grandes quantidades de

contaminantes organoclorados (Difenil-Dimetil-Tricloroetano - DDTSs e Bifenilas Policloradas
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- PCBs) em seus tecidos hepaticos que, no entanto, ndo mostraram interferéncia nos indicadores
de condicdo energética (IHS e teor lipidico) (MULL et al., 2013). O presente estudo demonstra
tendéncias de incremento no indice hepatossoméatico com o aumento das concentragdes de Cu
no muasculo em S. lewini, de forma semelhante ao observado por Merly et al. (2019) em
tubardes-branco e por Wosnick et al. (2021) em grandes tubardes do nordeste do Brasil, com
relagBes positivas entre o acimulo de Cu e a condi¢do corporal. O Cu é reconhecido como
cofator de diversas enzimas além de atuar como fator protetivo contra o estresse oxidativo, 0
que pode explicar a relacdo positiva entre as concentra¢Ges do metal e do IHS (MERLY et al.,
2019). A auséncia de respostas mediante aos testes estatisticos aplicados entre concentragdes
de contaminantes e o fator de condicdo pode estar relacionada a elevada resiliéncia fisioldgica
dos elasmobranquios, que neste caso é intimamente ligada a capacidade mitigatoria dos efeitos
negativos provocados pela poluicdo ambiental (MERLY et al., 2019). De acordo com Wheeler
et al. (2020) o amplo repertdrio de estratégias reprodutivas e as fases de vida em que ocorrem
a exposicdo sdo componentes de forte influéncia para determinar seu grau de vulnerabilidade
de tubardes e raias aos efeitos de estressores antropogénicos. Neste sentido, é importante
ressaltar que, para outros grupos de vertebrados, como aves, teledsteos e cetaceos, o sistema
reprodutivo aparentemente apresenta respostas mais claras a presenca de contaminantes
(SUBRAMANIAN et al., 1987; AUSTIN et al., 2000; SAARISTO et al., 2018).

A auséncia de resultados com a aplicacéo do fator K ndo necessariamente esté associada
a ineficiéncia do método, problematicas relacionadas com limitagfes amostrais — frequentes em
estudos com elasmobranquios — podem influenciar nas respostas obtidas, assim como
observado por Maes et al. (2020). A baixa variabilidade dentro do universo amostral, como a
analise restrita & uma classe de tamanho por exemplo, também possui potencial de influir nos
resultados obtidos (ENDO et al., 2009). Ambas as hip6teses podem ser aplicadas como uma
realidade deste estudo.

O quociente de replecdo estomacal (QRE) constituiu o indicador de condigdo menos
elucidativo para as hipoteses levantadas no presente estudo. O QRE estd diretamente
relacionado com comportamento alimentar, visto que traduz a intensidade de forrageio, logo
esperava-se que analisando tal indice, possiveis interferéncias ao consumo de presas por S.
lewini mediante a exposicdo aos metais, pudessem ser detectadas. Os efeitos negativos
comprovados da contaminagdo ambiental sob aspectos troficos de peixes estdo intimamente
relacionados com o comprometimento de comportamentos alimentares, assim como pode

causar inanicdo em exposi¢des agudas a contaminantes (WEIS et al., 2001; CIFTCI et al.,
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2015). Em ambiente experimental o tele6steo Thymallus thymallus foi exposto, durante fases
embrionarias, a concentragdes de metilmercirio que provocaram danos permanentes em sua
eficiéncia de forrageio, reduzindo seu fitness (FJELD et al., 1998). Ainda que evidéncias
apontem para a possibilidade da aplicacdo do QRE como um indicador de impacto ambiental,
sdo necessarias investigacdes mais aprofundadas para avaliar sua sensibilidade a presenca de
outros contaminantes. Por fim, no que se refere aos indices supracitados, as abordagens
experimentais parecem as mais resolutivas quanto a compreensdo do papel dos indicadores de
condicdo corporal e energética em situacdo de exposicdo a contaminantes ambientais. A
aplicacdo de tais abordagens, no entanto, é bastante limitada por questdes logisticas e da prépria
biologia do grupo-alvo, portanto, esfor¢os de pesquisas in-situ seriam os mais adequados para
atender as demandas discutidas aqui.

5.5. Assimetria Flutuante como indicador de stress fisioldgico

O estresse fisiolégico causado pela presenca de metais possui potencial de afetar as
demandas energéticas em elasmobranquios, podendo impactar em ciclos basicos, como 0s
reprodutivos, afetando a renovacao de estoques populacionais, por exemplo (CONSALES &
MARSILI, 2021). A assimetria flutuante (FA) é uma ferramenta pouco testada para
compreender a resposta de elasmobranquios a perturbagdes ambientais, portanto, sera discutida
aqui em carater exploratorio. O intuito de empregar as técnicas de FA é detectar a existéncia de
desvios no desenvolvimento com potencial de interferéncia no modo de vida dos organismos
detentores de tais caracteristicas (PALMER, 1994). Seixas et al. (2016, 2020) reconhecem que
a assimetria flutuante na cocoroca (Orthopristis ruber) existe, mas € independente das
concentra¢Bes de mercurio encontradas no tecido deste teledsteo, ndo constatando nenhuma
relacdo entre FA e a contaminacdo por um metal reconhecidamente nocivo a biota marinha. Da
mesma forma que Young (2004) ao analisar a relagdo de FA de pecas craniais no teledsteo
achiga (Micropterus salmoides) e sua relacdo com Hg.

A utilizacdo de FA como ferramenta de monitoramento ambiental foi comprovada para
alguns taxons como, mamiferos, teledsteos e tartarugas marinhas, com maiores indices de
assimetria correlacionados a presenca de contaminantes inorganicos e organicos (SANCHEZ-
CHARDI et al., 2013; LAJUS et al., 2015; CORTES-GOMEZ et al., 2018). No presente estudo
foi possivel observar apenas uma correlagdo positiva e forte entre a FA do cefalofolio e as
concentrac@es de Zn no figado, sugerindo que 0 aumento deste metal em tecidos hepaticos pode

levar a desvios no desenvolvimento. Exposi¢do a substancias antropogénicas contaminantes
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também representam ameacas ao desempenho e salde de elasmobranquios (CAVE &
KAJIURA, 2018). A exemplo disto, foram detectados danos a sensibilidade olfativa de
Hypanus sabinus atingida pela exposicao proveniente de derramamento acidental de petroleo
no Golfo do México, logo, constatou-se interferéncias em sua capacidade de forragear com
sucesso apos o acidente, ilustrando como a poluicdo quimica pode impactar sob atributos
ecoldgicos em elasmobranquios (CAVE & KAJIURA, 2018). Jagoe & Haines (1985)
utilizaram a assimetria flutuante para mensurar o grau de impacto sobre atributos morfol4gicos
ao longo de um gradiente de acidificacdo em um lago. Os autores encontraram evidéncias
reduzidas, porém relevantes da existéncia de uma resposta direta dos atributos mensurados na
truta Salvelinus fontinalis e locais de amostragem com menor pH (considerada condicdo de
maior estresse).

A FA também pode ser suscetivel a fase de desenvolvimento a qual é aplicada, podendo
apresentar maior ou menor sensibilidade portanto, sdo necessarios estudos de assimetria
flutuante ao longo em uma escala ontogenética. Em tubardes-martelo esta técnica foi aplicada
a luz da vulnerabilidade do género por deter uma estrutura com elevado custo evolutivo quanto
o cefalofdlio, a fim de compreender quais processos podem interferir em sua performance em

fases criticas para a sobrevivéncia de juvenis.

5.6. A contaminacdo por metais: uma ameaca a conservacao

E imprescindivel o estabelecimento de discussdes acerca da extensdo dos efeitos de
metais e metaldides, além de compartimentos individuais (moléculas, células, tecidos, dentre
outros), bem como ultrapassar o olhar exclusivo para respostas imediatas/primarias promovidas
pela contaminacdo quimica (SKOMAL & MANDELMAN, 2012; SAARISTO et al., 2018). O
impacto de poluentes possui potencial para modificar repertorios comportamentais, interacdes
ecoldgicas como predacdo, competicdo, modificar a estrutura de comunidades e ecossistemas e

ser uma ameaca a saude publica (FLEEGER et al., 2003).

Efeitos individuais e populacionais

Os efeitos ocasionados pela exposicdo aos estressores antropogénicos foram discutidos
aqui em uma perspectiva majoritariamente individual. A exemplo disto, a alteracio nas
concentracfes de amonia total circulante em Leucoraja erinacea mediante a exposi¢do por Cu
ilustra bem um dos efeitos individuais que podem surgir mediante ao impacto da poluicéo

quimica (GROSSEL et al., 2003). Interferéncias no sistema enddcrino (aumento de hormonios
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esteroides no plasma sanguineo) e imunologico (alteragcdes na contagem de células brancas do
sangue) também foram detectadas em subpopulagdes da raia Dasyatis sabina na Florida
(GELSLEITCHER et al., 2005). A abordagem aqui aplicada ndo pdde ser estendida para 0s
orgdos reprodutivos devido a classe etaria compreendida no universo amostral aqui estudado.
As estratégias reprodutivas em elasmobranquios, no entanto, constituem um dos componentes
bioldgicos mais importante do grupo, seu amplo repertério de modos reprodutivos é apontado
como um dos atributos mais sensiveis a perturbacdes ambientais (WHEELER et al., 2020). E
notavel o crescimento de estudos tangendo o processo de transferéncia materna de
contaminantes, visto que a interferéncia de contaminantes em fases criticas, como o
desenvolvimento embrionério pode ser fatal. Em outros vertebrados (aves, répteis, mamiferos
e teledsteos) o efeito de metais em embrides é mais bem consolidado, por exemplo, é
comprovado que Cd, Hg e Pb sdo agentes embrio-toxicos e teratogénicos (MOBARAK et al.,
2008). Para teledsteos, Jezierska et al. (2009) ressalta que metais e metaloides podem interferir
no desenvolvimento embrionario desde fases iniciais, até proximo ao nascimento, sendo
observadas consequéncias graves para a sobrevivéncia da prole como — anomalias durante a
organogeénese, abortos, mortalidade de larvas.

E importante ressaltar que, ndo somente efeitos individuais sdo importantes em analises
ecotoxicoldgicas, visto que a interferéncia em ciclos reprodutivos pode alterar drasticamente a
renovacao de estoques populacionais, principalmente em espécies consideradas K estrategistas
(ISLAM & TANAKA, 2004). Novamente, h4 uma escassez de estudos ou projecOes de
impactos populacionais em espécies de elasmobranquios afetados pela poluicdo quimica, porém
é possivel inferir a partir de estudos em outros grupos de vertebrados. Neste sentido, Desforges
et al. (2018) projeta, através de compilacdo de dados, que ha risco severo de declinio
populacional em orcas (Orcinus orca) mediado pelos efeitos da contaminacdo por PCBs — cuja
interferéncia em aspectos reprodutivos e imunoldgicos da espécie tem potencial de levar,

principalmente, mais da metade das populagdes costeiras ao colapso nos proximos 100 anos.

Efeitos em comunidades e ecossistemas

Estressores antropogénicos ndo apenas afetam elasmobranquios diretamente, mas
também, de forma ampla, os ecossistemas aquaticos. Mudancas de curto e longo prazo no
habitat e na estrutura da teia alimentar podem afetar criticamente mesopredadores e predadores
de topo como tubar@es e raias, ocasionando efeitos em cascata, devido a conectividade dos

sistemas naturais (HEMPSON et al. 2017). E importante ressaltar que os efeitos aqui discutidos
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ndo atuam em populacbes naturais de forma isolada, por exemplo, danos causados pela
contaminacdo quimica individual podem ser estendidos em escalas populacionais, de
comunidade e ecossistémicas, fazendo com que a interferéncia de tais contaminantes atue de
forma holistica (SAARISTO et al., 2018). Saaristo et al., (2018) evidencia que mudancas
comportamentais provocadas por contaminantes quimicos, principalmente interferindo na
relacdo predador-presa, sdo processos-chave para a amplificagcdo do efeito destes em escalas
macroecoldgicas, sendo até mais relevantes para provocar mudancgas significativas, quando
comparado com interferéncias em abundancia e diversidade de comunidades naturais.
Conectando os conceitos apresentados, Bornatowski et al. (2014) e Navia et al. (2017)
apresentam os elasmobranquios como pecas fundamentais para a estrutura de teias troficas em
ecossistemas tropicais, cuja redundancia é reduzida com o aumento de nivel tréfico, tornando-
0s mais imprescindiveis para a manutencdo das relagdes ecoldgicas. Em uma possivel
interferéncia causada por metais e metaloides, conforme postulado aqui, pode modificar
comportamentos de forrageamento, fuga, acasalamento e migracéo e da mesma forma, o papel
funcional de espécies-chave, desencadeando processos em cascata. O esquema apresentado por
Saaristo et al., (2018) ilustra as dindmicas gerais de interferéncias em aspectos populacionais,

de comunidade e ecossistémicos naturais (ANEXO).

5.7. AcOes de mitigacgao e perspectivas.

Atualmente ha uma grande demanda para o estabelecimento de uma ciéncia mais preditiva
e resolutiva. Para tal, os estudos de base para preencher as lacunas existentes sobre populacées
naturais sdo imprescindiveis. Em 2017, foi estabelecida a Década da Ciéncia Oceéanica para o
Desenvolvimento Sustentadvel pela Organizacdo das Nacgdes Unidas (ONU), periodo
compreendido de 2021 a 2030, para o qual foram estabelecidas metas para valorizagcdo das
ciéncias e conhecimentos do mar e da sustentabilidade por meio da integracdo de gestores,
sociedade e comunidade cientifica. A percepc¢édo de declinio da saide ocednica como um todo
mobilizou atores globais para a instauracdo da Década dos Oceanos (ONU, 2017). Atlantico
Sul detém grandes cidades costeiras e, de acordo com a UNESCO (2020), 80% da poluicao
marinha deste dominio possui origem terrestre. Problematicas associadas a baixa eficiéncia da
rede de esgotamento sanitario, no manejo de residuos industriais e agropecuarios na América
do Sul, sdo exemplos de contribuicBes recorrentes para 0 aumento da poluicdo no dominio

costeiro e oceanico da regido (HATJE et al., 2021).
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Neste sentido sdo propostas agdes mitigatdrias de impactos como a remediacgéo in situ de
contaminantes quimicos, bem como a identificacdo de hotspots globais de fontes de
contaminacdo aquatica, sdo solucBes apresentadas por Hader et al. (2020) e classificadas como
sendo de alta viabilidade e efetividade contra os efeitos danosos da poluicdo ambiental. S&o
postulados tambeém esforgos nacionais e internacionais para controlar ou reduzir efluentes de
origem terrestre, bem como iniciativas para fazer um uso mais adequado do dominio oceénico
(por exemplo, planejamento espacial marinho e uso sustentavel de recursos pesqueiros) como
essenciais para a conservacao da saude oceanica (HADER et al., 2020). O consumo consciente
também se torna um aliado fundamental para a promocdo da conservacdo de espécies
ameacadas, uma vez que a diminuigdo de demandas por tais produtos pode reduzir um dos
componentes de pressdo sob sua conservagdo (BORNATOWSKI et al., 2018). Bem como na
mudanca de bases em alguns produtos (tintas anti-incrustantes, por exemplo) e processos
extremamente poluidoras e que, reconhecidamente incorporam contaminantes quimicos em
ambientes aquaticos, buscando solu¢Ges menos impactantes ao meio ambiente.

Para Landrigan et al. (2020), nas regifes costeiras, areas mais suscetiveis aos efeitos da
poluicdo marinha, a atuacao de diferentes atores, como a sociedade civil, tomadores de decisao,
comunidade cientifica e gestores, é crucial para a reducdo dos impactos na saude animal,
ecossistémica e humana. Tiktak et al. (2020) reforcam a necessidade do estabelecimento de
extensivos bancos de dados de livre acesso e ampla divulgacao, da mesma forma Bornatowski
et al. (2018) recomendam que, além da promoc¢édo adequada do financiamento de pesquisas, a
retomada de monitoramento pesqueiro a nivel nacional para o Brasil € imprescindivel para a
manutencdo de acdes para a conservacao de tubardes e raias.

Muito além da necessidade de abordagens holisticas, extremamente necessarias dado o
carater sinérgico que as ameacas a biodiversidade atingem os organismos, as bases da
problematica envolvendo processos poluidores carecem de intervencdo de politicas publicas
basicas como eficiéncia no esgotamento sanitario, fiscalizagdo de comprimento do
licenciamento em atividades poluidoras e a¢Ges para educa¢ao ambiental para suprir as maiores
demandas do campo da ecologia e conservacdo (LANDRIGAN et al., 2020). Por fim, sugere-
se 0 estabelecimento de novos estudos, ampliando o escopo amostral e metodoldgico para

monitorar e mitigar os efeitos da poluicdo em populagdes costeiras de tubardes ameacados.
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CONCLUSOES
-Foi possivel detectar Ti, Zn, Cu, Se e Mn em todos os tecidos analisados de Sphyrna lewini,

onde as maiores concentragdes foram de Se e as menores, de Mn.

- Para juvenis de S. lewini capturados no estado do Rio de Janeiro a composicdo da matriz
bioldgica se mostrou mais relevante na determinacgdo da distribuicdo tecidual de metais. As
concentrag@es seguiram, em ordem decrescente: Rins > Figado > Musculo = Cérebro = Gel das

Ampolas.

-As metalotioneinas ndo foram eficientemente induzidas no atual estudo e tampouco se
mostraram expressivas como via de destoxificacdo bioquimica em todos os tecidos, exceto por

Mn no musculo, refutando a hipdtese levantada para este biomarcador.

-Entre os indices de condicdo avaliados, o IHS se mostrou 0 mais responsivo a presenca de
contaminantes, demonstrando tanto incremento na presenca de Cu no musculo, tanto como

decréscimo frente a Ti e Zn no figado e Mn no mdsculo.

-Os indices de assimetria flutuante relacionados com a assimetria no cefalofolio, com o
didmetro dos olhos e com nadadeiras pélvicas e peitorais apresentaram maior sensibilidade a
presenca de metais em S. lewini. Destacando a relacéo entre FAL do cefalofélio e concentracbes
aumentadas de Zn no figado, expondo uma possivel vulnerabilidade do desenvolvimento da

espécie a contaminacao quimica.
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ANEXO - Abordagens sugeridas por Saaristo et al. (2018) para compreensdo dos efeitos holisticos da contaminacdo quimica em diversos

compartimentos bioldgicos.
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