AVA
AVAVAY

unesp

T

PROGRAMA DE
POS-GRADUACAO
EM GEOCIENCIAS
E MEIO AMBIENTE

.': - -'.':'-.:

Determinacao e distribuicao de mercurio (Hg2+) e
metilmercirio (MeHg) em tetrapodes marinhos
coletados na Bacia de Santos, Brasil

HENRIQUE DIAS PETROVICH

Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas
Campus de Rio Claro

Rio Claro - SP
2026



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas

Campus de Rio Claro

HENRIQUE DIAS PETROVICH

DETERMINACAO E DISTRIBUICAO DE MERCURIO (Hg?") e
METILMERCURIO (MeHg) EM TETRAPODES MARINHOS COLETADOS
NA BACIA DE SANTOS, BRASIL

Dissertagdo de mestrado apresentada ao Instituto
de Geociéncias e Ciéncias Exatas do Campus de
Rio Claro da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” para obtencao do grau

de Mestre em Geociéncias e Meio Ambiente.

Orientador: Prof. Dr. Amauri Antonio Menegario

Rio Claro (SP)
2026



Petrovich, Henrique Dias
P497d Determinacio e distribuicio de merctrio (Hg2+) e metilmercurio
(MeHg) em tetrapodes marinhos coletados na Bacia de Santos, Brasil /
Henrique Dias Petrovich. -- Rio Claro, 2026
92 p. : il., tabs., mapas

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas, Rio Claro
Orientador: Amauri Antonio Menegério

1. Toxicologia ambiental. 2. Animais marinhos. 3. Bioacumulacao.
4. Especiacdo (Quimica). 5. Metilmercurio. |. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catal ograficas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor(a).



IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A pesquisa desenvolvida contribui de forma significativa para o avango cientifico na area da
ecotoxicologia marinha ao gerar dados inéditos sobre especiacdo de mercurio em vertebrados
marinhos da Bacia de Santos, especialmente para as aves analisadas. Os resultados apoiam o
aprimoramento de métodos de monitoramento e avaliagdo ambiental, fortalecendo agdes
técnicas voltadas a gestdo costeira e a mitigacdo de impactos associados a exploragdo de
petroleo. Do ponto de vista social e educacional, o estudo amplia o conhecimento sobre riscos
ambientais e de saide publica relacionados ao mercurio, promovendo conscientizagdo e
subsidiando politicas de conservagao. Em termos econdmicos e de inovagao, os achados podem
auxiliar na formulagdo de estratégias mais seguras para descomissionamento de estruturas
offshore, contribuindo para praticas sustentdveis na industria. A pesquisa apresenta também
potencial de internacionalizacdo ao dialogar com temas globais, como bioacumulacdo de
contaminantes, mudangas ambientais e impacto da exploragdo de recursos marinhos. Sua
inser¢ao local, regional e nacional se destaca por abordar diretamente uma das areas mais
relevantes da economia brasileira, alinhando-se a principios de desenvolvimento sustentavel e

a necessidade de monitoramento continuo de ecossistemas costeiros altamente vulneraveis.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH
This research provides a meaningful contribution to the scientific understanding of mercury
speciation and bioaccumulation in marine vertebrates from the Santos Basin, specially for the
birds analyzed. The findings support improvements in environmental monitoring and
assessment methods, strengthening technical measures aimed at coastal management and
mitigating the impacts associated with petroleum exploitation. From a social and educational
perspective, the study advances awareness of environmental and public health risks linked to
mercury exposure, offering valuable information for conservation policies. Economically and
technologically, the results can guide safer and more sustainable strategies for offshore
infrastructure decommissioning, contributing to innovation within the energy sector. The
research also presents strong potential for internationalization, engaging with global issues such
as contaminant biomagnification, environmental change, and the impacts of marine resource
exploitation. At the local, regional, and national levels, its relevance is reinforced by its direct
connection to one of Brazil’s most important economic regions, aligning with principles of
sustainable development and the need for continuous monitoring of vulnerable coastal

ecosystems.
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RESUMO

A contaminagdo por mercurio (Hg) em ecossistemas marinhos representa um importante
desafio ambiental, especialmente devido a capacidade do metilmercurio (MeHg) de se
bioacumular e biomagnificar na cadeia alimentar. Neste estudo, foram avaliadas as
concentragcdes de MeHg e as intreracdes entre Hg total (HgT) e selénio (Se) em amostras de
figado de cinco espécies de vertebrados marinhos presentes na Bacia de Santos — Chelonia
mydas, Pontoporia blainvillei, Sotalia guianensis, Larus dominicanus ¢ Spheniscus
magellanicus — com o objetivo de compreender os padrdes de bioacumulagao, a especiagao de
Hg e os mecanismos de detoxificacdo associados. As aves marinhas apresentaram as maiores
concentragdes de MeHg, especialmente S. magellanicus, enquanto os cetaceos exibiram
menores percentuais de MeHg e maior evidéncia de desmetilagdo e complexagdo com Se. As
tartarugas-verdes mostraram baixa frequéncia de MeHg detectdvel, mas heterogeneidade
individual elevada. As razdes molares Se:Hg revelaram dinadmica distinta entre os grupos,
refletindo diferencas fisiologicas e ecologicas. As correlagdes entre Se e HgT foram
significativas apenas para cetaceos, enquanto ndo se observou correlagdo entre Se ¢ MeHg em
nenhuma espécie, evidenciando que a relacio Se—Hg ocorre predominantemente apds a
desmetilacdo. Embora andlises estatisticas de subgrupos (sexo, idade e local) tenham sido
limitadas pelo tamanho amostral, observacdes descritivas indicam que fatores ecologicos, como
dieta, comportamento tréfico e migracao, exercem maior influéncia na exposicao ao Hg do que
varidveis biologicas isoladas. A interpretagdo dos resultados no contexto da Bacia de Santos
sugere que além de fontes naturais e dietéticas, atividades petroliferas podem contribuir para a
presenca de Hg no ambiente, conforme evidenciado por estudos recentes que demonstram
acumulo e posterior mobilizagdo de Hg em dutos offshore. Os resultados reforgam a
necessidade de monitoramento ambiental continuo, especialmente em regides sujeitas a intensa
atividade industrial, e contribuem para a compreensdo integrada dos processos de

bioacumulagdo, especiacao e detoxificagdo de Hg em vertebrados marinhos brasileiros.

Palavras-chave: mercurio; metilmercurio; selénio; bioacumulacio; vertebrados marinhos.



ABSTRACT

Mercury (Hg) contamination in marine ecosystems remains a major environmental concern due
to the high toxicity and biomagnification potential of methylmercury (MeHg). This study
evaluated the concentrations MeHg as well as the relation between total mercury (HgT) and
selenium (Se) in liver samples from five marine vertebrate species occurring in the Santos Basin
— Chelonia mydas, Pontoporia blainvillei, Sotalia guianensis, Larus dominicanus, and
Spheniscus magellanicus. The aim was to investigate patterns of bioaccumulation, Hg
speciation, and the detoxification mechanisms associated with Se. Seabirds exhibited the
highest MeHg concentrations, particularly S. magellanicus, whereas cetaceans showed lower
MeHg proportions and clearer evidence of hepatic demethylation and HgSe formation. Green
turtles presented low MeHg detection frequency but high intra-individual variability. Molar
ratios of Se:Hg revealed distinct patterns among taxa, reflecting physiological and ecological
differences. Significant correlations between Se and HgT were found only in cetaceans, while
no species showed correlation between Se and MeHg, indicating that the Se—Hg relationship
occurs predominantly after MeHg demethylation. Subgroup analyses (sex, age, and location)
were limited by sample size; however, descriptive observations suggest that ecological factors,
such as diet, foraging behavior, and migratory routes, play a more relevant role in Hg exposure
than isolated biological variables. When interpreted within the environmental context of the
Santos Basin, the results suggest that, in addition to natural and dietary sources, offshore
petroleum activities may contribute to Hg availability, supported by recent evidence of Hg
accumulation and mobilization in production pipelines. Overall, the findings highlight the
importance of continuous environmental monitoring in regions under strong industrial
influence and advance the understanding of Hg bioaccumulation, speciation, and detoxification

processes in Brazilian marine vertebrates.

Keywords: mercury; methylmercury; selenium; bioaccumulation; marine vertebrates.
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1. INTRODUCAO

A Bacia de Santos ¢ uma das mais importantes bacias sedimentares do Brasil, localizada na
margem continental sudeste do pais, estendendo-se ao longo da costa dos estados de Santa
Catarina, Parana, Sao Paulo e Rio de Janeiro, com area superior a 350.000 km? e grande
relevancia geoldgica e econdmica (Mohriak et al., 2008; ANP, 2022). Além de sua importancia
para a explora¢do de hidrocarbonetos, a regido abriga ecossistemas marinhos e costeiros de
elevada complexidade ambiental, sustentando alta biodiversidade e desempenhando papel

fundamental para diversas espécies marinhas.

Essa area ¢ reconhecida como habitat e rota migratoria de numerosos vertebrados marinhos,
incluindo mamiferos aquaticos, aves marinhas e quelonios, muitas das quais sao consideradas
endémicas, vulneraveis ou ameagadas de exting¢ao, segundo critérios nacionais e internacionais
de conservagdo (ICMBIO, 2018; TUCN, 2023). A produtividade bioldgica da regido e a
presenga de areas de alimentacdo e reprodugdo tornam a Bacia de Santos especialmente

relevante do ponto de vista ecologico.

Nas ultimas décadas, a exploragdo de petrdleo e gas natural na Bacia de Santos experimentou
crescimento expressivo, impulsionado principalmente pela descoberta e desenvolvimento das
reservas de hidrocarbonetos associadas a camada do pré-sal. Situada abaixo de uma espessa
sequéncia evaporitica, a provincia do pré-sal abriga volumes expressivos de petroleo e gas
natural, desempenhando papel estratégico no cenario energético nacional e respondendo por
parcela significativa da produgao brasileira de hidrocarbonetos (Mohriak et al., 2008; Souza et

al.,2019; ANP, 2022).

Entretanto, a intensificacdo das atividades de exploracao e produgdo de petréleo e gas natural
na Bacia de Santos, assim como outras atividades antrdpicas associadas ao ambiente marinho,
impoe desafios relevantes a conservagdo dos ecossistemas costeiros e oceanicos. Atividades
industriais offshore podem ocasionar impactos ambientais por meio de derramamentos
acidentais de 6leo, emissoes atmosféricas, descarte de efluentes e alteragdes fisicas do ambiente
marinho decorrentes da instalacdo e operagdo de infraestruturas, demandando medidas
rigorosas de monitoramento, prevencao e gerenciamento ambiental (IMO, 2007; Sayed et al.,
2021; Li et al., 2023).

Essas preocupacdes incluem também a contaminacdo ambiental por elementos-trago
potencialmente toxicos, como o mercurio (Hg). A producdo de petroleo e gas natural nas bacias

de Santos e Campos responde por parcela expressiva da produ¢do nacional, o que reforga a
12



relevancia de se avaliar potenciais fontes e vias de liberacdo de Hg associadas as atividades do
setor petrolifero (Souza et al., 2019; Paton et al., 2025). O mercurio ¢ um metal ndo essencial,
naturalmente presente na crosta terrestre, mas amplamente redistribuido no ambiente por
atividades humanas, apresentando elevada toxicidade. A exposicao ao Hg pode causar efeitos
adversos ao sistema nervoso, imunolégico e cardiovascular, além de comprometer processos
reprodutivos e o desenvolvimento de organismos aquaticos e terrestres (Branquinho et al.,

1999; Clarkson & Magos, 2006).

O petroleo consiste em uma mistura complexa de hidrocarbonetos liquidos e gasosos, com
ampla variagdo de peso molecular, além de conter heterodtomos como nitrogénio, enxofre e
tracos de metais. Sua composi¢do quimica pode variar em fun¢do das condigdes de pressao,
temperatura e do contexto geologico de ocorréncia, bem como sofrer alteragdes apds processos
de intemperismo fisico, quimico e bioldgico, como aqueles observados em eventos de
derramamento (Aguiar et al., 2022; Corréa et al., 2024). Embora o merctrio ndo constitua um
componente majoritario do petroleo, sua presenca em concentracdes-trago e sua liberacao
associada as atividades de exploragdo e produgdo podem representar uma fonte adicional de Hg

para o ambiente marinho, justificando a necessidade de monitoramento ambiental continuo.

No entanto, o concernimento principal quanto ao mercurio na induastria do petroleo se da pela
acumulagdo de mercurio em dutos de petroleo e gas ndo corroidos, onde o sulfeto de hidrogénio
(H2S) transforma e libera o Hg no ambiente marinho (Paton et al., 2025). Os resultados indicam
que o Hg pode se acumular de forma significativa na parede interna dos dutos ao longo de
meses ou anos, atingindo concentragdes que podem representar risco de bioacumulagdo na biota
marinha. A presenca de H2S reduz a fracdo de Hg mais facilmente solubilizada e mobilizavel,
alterando sua forma quimica e potencialmente influenciando sua biodisponibilidade (Paton et
al.,2025). Esses achados reforcam a preocupagao com a contaminagao por Hg e seus compostos
organicos e inorganicos na cadeia alimentar marinha, especialmente em 4reas proximas as
operagdes de exploragdo e produgdo de petrdleo, onde residuos acumulados podem ser
liberados durante a desativacdo de infraestruturas offshore (Paton et al., 2025). Assim, a
presenca de Hg na 4gua e na biota marinha pode estar diretamente relacionada as atividades de
petrdleo, ressaltando a necessidade de monitoramento e avaliagdo de riscos ambientais

associados a esses processos.

A determinagdo de mercurio total, embora fundamental para avaliacdes ambientais, ndo ¢
suficiente para caracterizar adequadamente o grau de contaminacdo e o risco ecotoxicoldgico

associado a esse elemento. Em organismos marinhos, apesar de a principal via de exposi¢ao

13



ocorrer por meio do metilmercurio (MeHg) adquirido pela alimentagdo piscivora, o mercurio
inorganico também ¢ amplamente identificado em tecidos biologicos, especialmente no figado,
como resultado de processos metabolicos internos, incluindo a desmetilagdo do MeHg

(Palmisano et al., 1995; Das et al., 2003).

No ambiente, o merctrio pode sofrer diversas transformagdes quimicas e bioldgicas, originando
diferentes espécies com propriedades fisico-quimicas e graus de toxicidade distintos. Essas
espécies sdo geralmente classificadas em formas inorganicas e organicas. Entre as formas
organicas, os compostos organometalicos, particularmente o metilmerctrio, destacam-se pelo
elevado potencial de bioacumulagao e biomagnificacdo ao longo das cadeias troficas aquaticas,
afetando principalmente organismos piscivoros e predadores de niveis troficos elevados

(Barbosa et al., 2003; Xu et al., 2018).

O mercurio, especialmente na forma de MeHg, apresenta elevada neurotoxicidade e capacidade
de biomagnificacdo, resultando em concentragdes progressivamente maiores em organismos
situados nos niveis troficos superiores da teia alimentar marinha (Scheuhammer et al., 2007,
2015; Wiener et al., 2007; Sandheinrich & Wiener, 2011; Kehrig et al., 2013, 2017; Lavoie et
al.,2013; Fort et al., 2015; Jonsson et al., 2017).

Mesmo em concentragdes relativamente baixas, o MeHg pode causar efeitos adversos
significativos, incluindo neurotoxicidade, imunotoxicidade, nefrotoxicidade e genotoxicidade
em mamiferos marinhos, especialmente em cetaceos. Entre os efeitos mais frequentemente
documentados esta a supressao da fun¢do imune, o que pode aumentar a susceptibilidade desses
organismos a doengas infecciosas (Dietz et al., 2013; Desforges et al., 2016; Kershaw & Hall,

2019).

A exposi¢do da biota aquatica ao MeHg ocorre predominantemente por vias alimentares, em
funcdo de sua elevada persisténcia ambiental e mobilidade ao longo das cadeias troficas
aquaticas (Porcella, 1994; Morel et al., 1998; Ullrich et al., 2001; Sarica et al., 2005; Moura et
al., 2012). Esse processo afeta de forma mais pronunciada espécies onivoras e carnivoras,
sobretudo predadores de topo, nos quais os efeitos da biomagnificacdo tendem a ser mais
evidentes (Aula et al., 1994; Malm et al., 1995, 1997, Lebel et al., 1997; Evans et al., 1998;
Basu et al., 2005; Markert, 2007; Molina et al., 2010; Bossart, 2011).

O selénio, por sua vez, € reconhecido como um elemento-trago essencial, capaz de exercer papel
modulador frente a toxicidade de metais ndo essenciais, como o mercurio (U.S. EPA, 1997;
Feroci et al., 2005). A interagdo entre Se e Hg ocorre principalmente por meio da formagao de
complexos estaveis e pouco biodisponiveis, como o HgSe, sobretudo apds a desmetilagdo do
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MeHg nos tecidos, o que pode reduzir a toxicidade associada ao mercurio inorganico
acumulado (Ganther et al., 1972; Palmisano et al., 1995; Feroci et al., 2005).

Como o enxofre, o selénio apresenta elevada afinidade por grupamentos sulfidrila presentes em
proteinas, favorecendo sua associagdo com o mercurio em tecidos biologicos. Dessa forma, ¢
esperado que ambos os elementos bioacumulem nos tecidos de organismos marinhos,

especialmente no figado, 6rgao central nos processos de metabolismo e detoxificagdao (Ganther

et al., 1972; Palmisano et al., 1995).

Koeman et al. (1973) reportaram pela primeira vez uma correlagdo positiva entre Hg e Se no
figado e cérebro de cetdceos, demonstrando que o complexo HgSe ¢ um produto do processo
de desmetilagdo e um mecanismo para lidar com a toxicidade do mercurio em cetaceos
(Nakazawa et al., 2011; Lailson-Brito et al., 2012). Perrault et al. (2017) sugerem que a
interagdo entre selénio e mercario poderia ter impacto no aumento ou na diminui¢ao de pré-
albumina em tartarugas e, consequentemente, ter ligagdo com hipotireoidismo nesses

organismos (Donoghue, 2006; Meyer ef al., 2014).

Essa relacdo entre Hg e Se tem sido amplamente documentada em diferentes espécies de
mamiferos marinhos ao longo das tltimas décadas (Leonzio et al., 1992; Palmisano et al., 1995;
Meador et al., 1999; Capelli et al., 2000; Dietz et al., 2000; Wagemann et al., 2000;
Cardellicchio ef al., 2002; Endo et al., 2002; Bustamante et al., 2003; Law et al., 2003; Kehrig
et al., 2004), incluindo a espécie Sotalia guianensis na costa brasileira (Kehrig et al., 2004;
Kunito et al., 2004). Para Pontoporia blainvillei, estudos indicam que as concentragdes de
selénio frequentemente superam as de mercurio, sugerindo um papel particularmente relevante
do Se nos mecanismos fisiologicos de detoxificacao dessa espécie (Kunito et al., 2004; Seixas

etal.,2007).
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1.1. Referencial teorico

A presenga de mercurio em ambientes marinhos costeiros do Brasil tem sido documentada em
estudos anteriores, especialmente em contextos de impacto antropico e contamina¢do ambiental
em diferentes bacias costeiras (Lacerda et al., 2007; Miranda et al., 2007). Apesar dessas
evidéncias gerais de contaminacao por Hg em ecossistemas aquaticos brasileiros, ainda ¢ pouco
conhecido o impacto dessa contamina¢do na fauna marinha da Bacia de Santos, em particular
no que se refere a especiagdo do mercurio, bioacumulagdo e mecanismos de detoxificacdo. O
mercurio ¢ um metal-trago natural encontrado em diversos compartimentos ambientais,
considerado um contaminante prioritario devido a sua toxicidade e capacidade de
biomagnificacdo em cadeias troficas aquaticas, particularmente na forma de metilmercirio
(MeHg). A transformacdo do merctrio inorganico (Hg?) em metilmercairio ocorre
principalmente por meio de processos microbianos em ambientes reduzidos, nos quais
microrganismos anaerobicos mediadores de metilacdo convertem Hg?" em MeHg (Regnell &
Watras, 2019; Gilmour et al., 2013). A ocorréncia e os niveis de mercurio em tecidos de
cetaceos, quelonios marinhos e aves marinhas t€ém sido demonstrados em diversos estudos em
diferentes regides do mundo, incluindo trabalhos que relacionam concentracdo de Hg em
pescados e animais marinhos a bioacumulagao e a toxicidade ecoldgica (Rodrigues et al., 2020;

Kershaw & Hall, 2019).

Nos cetdceos, como na maioria dos organismos, o0 mercurio causa efeitos adversos no sistema
nervoso central e endocrino, levando a disfunc¢des reprodutivas, na osmorregulacao, localizacao
de presas, orientagdo e comunicacao interespecifica (Delgado-Suarez ef al. 2023), danificando
outros sistemas essenciais € podendo culminar em declinios populacionais (Jakimska et al.
2011a, Jakimska et al. 2011b, Lopez-Berenguer et al. 2020). Dispde-se pesquisas desde a
década de 1970, com estudos de teor total de mercurio (Gaskin et al. 1974, Nagakura et al.
1974, Arima & Nagakura 1979, Wagemann & Muir 1984), no entanto a analise de suas espécies

organicas era muitas vezes negligenciada.

No geral, esses estudos concentraram-se na determinagao do teor total de mercurio (HgT), sem
a identificacdo de suas diferentes espécies quimicas, o que limita a avaliacdo de sua toxicidade
e de seus impactos ecotoxicoldgicos para a fauna local (Das et al., 2003; Wagemann et al.,
2000). Esses trabalhos também demonstraram que as maiores concentragdes de mercurio
tendem a se acumular no figado dos organismos marinhos, 6rgdo central nos processos de
metabolismo e detoxificagdo (Palmisano ef al., 1995; Kunito et al., 2004). Essa predominancia

do figado como compartimento de acumulacdo pode indicar a presenca prévia de
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metilmercurio, uma vez que essa espécie ¢ altamente biodisponivel, lipofilica e adquirida
principalmente por via alimentar, sendo posteriormente desmetilada e retida nos tecidos
hepaticos (Palmisano et al., 1995; Wagemann et al., 2000). As espécies que apresentaram
maiores niveis de mercurio foram cetaceos de grande porte, podendo ter relagdo com o fato de
corresponderem, em grande parte das vezes, a um maior nivel trofico que mamiferos marinhos
menores ou a grande quantidade de animais que consomem, resultando em bioacumulagdo e
biomagnificacdo de Hg e MeHg em seus organismos (Caurant et al., 1996; Hansen & Danscher,

1995; Nigro et al., 2002; Hammerschmidt & Fitzgerald 2006; Lopez-Berenguer et al., 2020).

E importante ressaltar que o selénio pode proteger mamiferos marinhos da contaminagio por
mercurio através de diversos mecanismos de propriedades antioxidantes, competicao por sitios
de ligacdo nas moléculas e da formagao de complexos inertes ndo-toxicos (Cuvin-Aralar &
Furness, 1991). Para o MeHg, os animais em questdo sdo capazes de se desintoxicar mediante
uma desmetilacdo no figado, onde posteriormente as moléculas de Hg e de Se ligam e formam
cristais insoluveis toxicologicamente inertes de HgSe (Caurant et al. 1996, Nigro & Leonzio

1996, Kershaw & Hall 2019).

No entanto, esse efeito pode resultar em uma deficiéncia de Se no organismo, fazendo com que
0 MeHg atue como inibidor altamente especifico de selenoenzimas, afetando tanto sua sintese
quanto atividade (Ralston & Raymond 2010), também causando efeitos neurotoxicos e

miodegradacao nutricional, por exemplo (Kehrig ef al. 2013).

Ha, sem duvida, um limite para a concentra¢do de mercurio (ou qualquer metal toxico) que um
animal pode tolerar em seus tecidos. No geral, para os diversos efeitos neurotdxicos, as
concentragdes limites percebidas para mamiferos varia entre 0,1ppb w.w. e 6,75ppb w.w.,
implicando que mesmo concentragdes baixas de mercurio podem causar efeitos adversos nesses
organismos, em especial cetdceos, que estdo expostos a grandes concentragdes de elemento

(Krey et al., 2015).

Porém, apesar do merctrio ser um dos metais mais estudados nos cetdceos, ha pouca
informag¢do quanto suas tolerancias fisioldgicas para contaminantes em animais de vida livre
(Monk et al. 2014), tendo sido observados diferentes efeitos neurotéxicos em mamiferos para
o Hg e para o MeHg, especialmente para cérebros em desenvolvimento (Andersen ef al., 2000).
Os efeitos toxicos do mercurio podem variar amplamente entre diferentes espécies (Basu et al.,
2005).

O levantamento realizado por Delgado-Suarez et al. (2023) compila evidéncias recentes sobre

a presenga, distribui¢do e efeitos do mercurio em cetidceos de diferentes regides do globo,
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destacando a marcante variabilidade entre espécies, populacdes e tecidos analisados. Os autores
mostram que odontocetos de topo tréfico, especialmente aqueles que consomem presas de
maior nivel trofico ou realizam mergulhos profundos, tendem a apresentar as maiores cargas
corporais de Hg, refletindo processos intensos de bioacumulacao e biomagnificacao ao longo
da cadeia alimentar marinha. O estudo também evidencia que tecidos metabdlicos ativos, como
figado e rins, acumulam predominantemente Hg inorganico advindo da desmetilacdo do MeHg
ingerido, ao passo que o cérebro pode reter quantidades expressivas de Hg, com potenciais
consequéncias neurotoxicas.

Além disso, a revisdo em questdo enfatiza que fatores ecologicos, fisiologicos e ambientais sao
determinantes fundamentais para explicar a amplitude de variacao observada entre os diferentes
grupos de cetaceos. Assim, Delgado-Suarez et al. (2023) reforgam que a exposi¢do ao mercurio
em cetaceos € um processo complexo, multifatorial e intimamente associado a posicao tréfica,
as caracteristicas fisiologicas de cada espécie e as condi¢des ambientais dos ecossistemas que
ocupam.

Ademais, a origem geografica se mostrou um fator importante para a contribui¢do de variagao
inter e intraespecifica de concentragdo de Hg em cefalopodes (Bustamante et al. 2006), um
alimento comum de varios mamiferos marinhos. E de relevancia também citar que informagdes
quanto aos efeitos adversos de Hg e MeHg para estes animais sdo escassos, tanto com relagdo

aos seus limites de toxicidade quanto aos seus efeitos.

E possivel que haja uma variagio no modo que Hg entra na cadeia tréfica e sofre
biomagnifica¢do, podendo haver variacdes em sua biodisponibilidade através de setores
costeiros de dominio pelagico ou com um processo de biodilui¢do com as concentracdes de Hg
aumentando com o grau de bentivoria, ou seja, uma relagao direta com a alimentagdo de cada
animal, conforme mostrado por Fioramonti et al. (2022).

Capelli et al. (2008) e Bilandzi¢ et al. (2012, 2015) indicam que ha uma correlacdo entre
maturidade e concentragdo de Hg para cetdceos, como ja observado para outros mamiferos
marinhos, tais quais os pinipedes, onde, aparentemente, a quantidade de mercurio presente no
figado dos pinipedes aumenta de acordo com a idade do individuo (Gaskin et al. 1979; Sergeant
1980).

Dadas as informacdes acerca da presenca e toxicidade do Hg e do MeHg, assim como da sua
interacdo com Se, neste trabalho, foram analisadas amostras de figado de tetrapodes marinhos

provenientes da Bacia de Santos, a fim de entender a presenga do merctrio e do metilmerctrio
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nos animais dessa regiao e se pode haver uma contaminagdo que comprometa as formas de vida

locais.

Também inferiu-se sobre uma possivel relagdao entre a presenca de Hg e de Se, tal como de
MeHg com Se na biota analisada, deduzindo sobre uma possivel relagdo com a produgdo e
exploragdo de petroleo e gas natural na regido. Dada a importancia ecologica dos organismos
marinhos € os potenciais riscos associados a bioacumulagdo de mercurio, especialmente na
forma metilica (MeHg), se faz necessario aprofundar o conhecimento sobre a distribuicao e

especiacdo do mercurio em diferentes espécies e tecidos.

Além disso, a razdo Se:Hg tem sido proposta como um possivel indicador de mecanismos de
desintoxicacdo ou tolerancia ao metal (Ralston, 2008; Burger ef al., 2012; Lailson-Brito ef al.,
2012), o que reforca a relevancia de investigar essa relagdo. Ao contribuir para o entendimento
da dinamica Hg-Se em organismos marinhos, esta pesquisa pode fornecer subsidios importantes
para avaliacdo de risco ambiental e para o desenvolvimento de estratégias de conservagao e

monitoramento da qualidade ambiental marinha.
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

2.1. Justificativa

As atividades antropicas desenvolvidas na Bacia de Santos, especialmente aquelas associadas
a exploragdo e producgdo de petroleo e gas natural, representam potenciais fontes de liberacao
de contaminantes para o ambiente marinho, com possiveis consequéncias para os ecossistemas
e organismos que nele habitam. Dentre esses contaminantes, o mercurio (Hg) destaca-se por
sua elevada persisténcia ambiental, ampla distribui¢do global e potencial de causar efeitos
adversos a biota, sobretudo quando presente em sua forma organica mais toxica, o
metilmercurio (MeHg) (Morel et al., 1998; Clarkson & Magos, 2006). Nesse contexto, torna-
se fundamental compreender ndo apenas a carga total de Hg nos organismos marinhos, mas,
principalmente, a forma quimica sob a qual esse elemento se encontra, uma vez que diferentes
espécies quimicas apresentam comportamentos ambientais, biodisponibilidade e toxicidade

distintos (Hintelmann, 2010).

A contamina¢do por Hg em ambientes marinhos pode afetar multiplos niveis troficos, desde
produtores primarios, como fitoplancton e zooplancton, até predadores de topo, promovendo
processos de bioacumulagdo e biomagnificacdo ao longo da cadeia alimentar (Wiener et al.,
2007; Lavoie et al., 2013). Esses processos podem resultar em impactos ecologicos amplos,
com efeitos diretos e indiretos sobre espécies de interesse ecoldgico e conservacionista, além
de potenciais implicagdes para a saude humana. O episddio de Minamata, ocorrido na década
de 1950, constitui um exemplo emblematico desses riscos, no qual a conversao microbiana de
Hg inorganico em MeHg levou a intensificacdo da contaminagdo ao longo da cadeia trofica,
culminando em graves efeitos neurotoxicos em populagdes humanas consumidoras de pescado

contaminado (Clarkson & Magos, 2006).

Nesse cenario, a especiagdo do mercurio em tecidos bioldgicos mostra-se essencial para
avaliagdes ecotoxicologicas mais precisas, uma vez que a determinagdo exclusiva de Hg total
ndo permite inferir adequadamente sobre riscos ambientais, vias de exposi¢do € mecanismos
fisiologicos associados a contaminacao (Hintelmann, 2010). O MeHg ¢ reconhecido como a
espécie de maior relevancia toxicoldgica, devido a sua elevada capacidade de biomagnificagao
e ao seu potencial neurotoxico, sendo particularmente importante sua quantificagdo em tecidos
metabolicos, como o figado, 6rgdo central nos processos de transformacdo, armazenamento e

detoxificagdo de contaminantes em vertebrados marinhos (Ikemoto et al., 2004).
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Além disso, a interacdo entre Hg e selénio (Se) desempenha papel fundamental na modulagao
dos efeitos toxicos do Hg, especialmente por meio da formagdo de complexos pouco
biodisponiveis, como o HgSe, que podem atuar como mecanismo de detoxificagdo em
mamiferos e aves marinhas (Ikemoto et al., 2004; Lailson-Brito et al., 2012). Dessa forma, a
avalia¢do conjunta das concentracdes de Hg, MeHg e Se, bem como das razdes molares Se:Hg,
constitui uma ferramenta relevante para investigar processos metabolicos, potenciais efeitos
protetores e diferencas interespecificas na resposta a contaminacdo por mercurio (Ralston,

2008).

Do ponto de vista metodologico, a aplicag@o de técnicas analiticas baseadas na extragdo seletiva
de MeHg e na deteccdo por cromatografia liquida acoplada a fluorescéncia atdmica por vapor
frio (HPLC-CV-AFS) permite a diferenciacdo confidvel entre as espécies quimicas de Hg,
garantindo seletividade e sensibilidade adequadas para estudos de especiagdo em matrizes
bioldgicas complexas (Bloom, 1989; Bramanti et al., 2005; Hintelmann, 2010). Essa
abordagem possibilita comparacdes robustas entre espécies, grupos ecologicos e estudos
prévios da literatura, contribuindo para interpretacdes mais consistentes dos dados

ecotoxicologicos.

Além de contribuir para o avango do conhecimento cientifico sobre a dindmica do mercurio em
vertebrados marinhos, este estudo fornece informacgdes relevantes para o monitoramento
ambiental da Bacia de Santos, especialmente em um contexto de intensa atividade petrolifera,
que pode representar uma fonte adicional de Hg para o ambiente marinho (Lacerda et al., 2007;
Paton et al., 2025). Os resultados obtidos podem subsidiar a avaliacdo de riscos ambientais,
apoiar a formulagdo de politicas publicas e incentivar a adogdo de praticas industriais mais
seguras e sustentaveis. Ademais, ao alinhar-se aos principios do desenvolvimento sustentavel e
aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel propostos pela Organizacao das Na¢des Unidas,
esta pesquisa refor¢a a importancia do conhecimento cientifico como base para a mitigagao de

impactos ambientais e a conservacao dos ecossistemas marinhos (ONU, 2015).

2.2. Objetivos gerais

Investigar a especiagdo de mercurio em figados de vertebrados marinhos por meio de analises
cromatograficas (HPLC—AFS), avaliando conjuntamente as concentracdes de mercurio total,
metilmercurio e selénio, bem como a razdo molar Se:Hg, como ferramenta para a compreensao
de mecanismos fisiologicos de detoxificagdo e das variagdes interespecificas na acumulagao

desses elementos e de suas implicagdes ecotoxicoldgicas.
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2.3. Objetivo especificos

Tém-se como objetivos especificos deste trabalho:

1.

Quantificar as concentra¢des de metilmercurio (MeHg) no figado de diferentes espécies
de vertebrados marinhos, incluindo o gaivotdo (Larus dominicanus), o pinguim-de-
magalhaes (Spheniscus magellanicus), a tartaruga-verde (Chelonia mydas), a toninha

(Pontoporia blainvillei) e o boto-cinza (Sotalia guianensis);

Determinar as concentragdes de selénio (Se) e de mercurio (Hg) nesses organismos,
visando compreender a distribui¢do desses elementos em um tecido metabolicamente

ativo e central nos processos de detoxificacao;

Investigar as correlagdes entre as concentragdes de Se e Hg e entre Se e MeHg,
avaliando a existéncia de relagdes positivas ou negativas que possam indicar interacdes
bioquimicas entre esses elementos, incluindo a possivel formacao de complexos Hg—Se
como mecanismo fisioldgico de detoxificacdo;

Calcular e analisar a razdo molar Se:Hg para cada espécie estudada, avaliando variacdes
interespecificas e seu potencial significado ecotoxicoldgico;

Aplicar testes estatisticos apropriados (normalidade, homocedasticidade, regressoes
lineares e comparagdes entre espécies) para validar os modelos utilizados na analise dos
dados e interpretar os resultados a luz da ecotoxicologia, discutindo o papel modulador
do selénio frente a toxicidade do mercurio em diferentes grupos de vertebrados

marinhos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo

A Bacia de Santos ¢ uma das maiores e mais importantes bacias sedimentares da margem
continental sudeste brasileira, estendendo-se desde o sul do estado do Rio de Janeiro até o norte
do estado de Santa Catarina, abrangendo aproximadamente 350.000 km? (Figura 1). Localiza-
se em ambiente predominantemente offshore, ocupando a plataforma, o talude e a elevagao
continental adjacente, integrando um dos setores mais dindmicos do Atlantico Sudoeste
(Mohriak et al., 2008; ANP, 2017). A regiao apresenta profundidades varidveis, que vao desde
areas rasas proximas a costa, com menos de 100 metros, até por¢des profundas que ultrapassam
2.000 metros, refletindo forte heterogeneidade geomorfologica e oceanografica na area de

estudo (Petrobras, 2017).

Do ponto de vista oceanografico, a Bacia de Santos ¢ influenciada pela Corrente do Brasil, uma
corrente quente e oligotréfica que flui para o sul ao longo da margem continental, exercendo
papel fundamental na distribui¢do de nutrientes, na dispersdo de organismos e no transporte de
massas d’agua (Campos et al., 1995; Miranda et al., 2007). Sua interagdo com ressurgéncias
costeiras sazonais, especialmente no litoral paulista e fluminense, e com sistemas de frentes
oceanicas, contribui para a elevada variabilidade espacial na produtividade biologica (Mahiques
et al., 2011; Brandini et al., 2018). Essa diversidade de condi¢des fisico-quimicas cria um
mosaico ambiental que sustenta uma rica fauna marinha, especialmente aves, tartarugas e
pequenos cetaceos, muitos dos quais podem utilizar a regido como area de alimentacao,

deslocamento e repouso durante migragoes.

A Bacia de Santos também possui importancia econdmica e estratégica, sendo historicamente
reconhecida pela exploragao de petrdleo e gas, incluindo os megacampi do pré-sal (Mohriak et
al., 2008; ANP, 2017). Essa atividade, embora essencial para a matriz energética nacional,
introduz desafios ambientais relacionados ao risco de derramamentos, ao aumento do trafego
maritimo e a necessidade de monitoramento constante de contaminantes metalicos e organicos.
Em paralelo, a regido recebe influéncia de grandes centros urbanos e industriais da costa
sudeste, como Rio de Janeiro, Santos, S3o Sebastido e Baixada Santista, que contribuem para o
aporte de contaminantes via rios, estudrios e efluentes costeiros, podendo afetar niveis de metais

traco, como o mercurio, nos organismos marinhos (Malm et al., 1995; Lacerda ef al., 1997).

Ecologicamente, a Bacia de Santos representa uma zona de transi¢do entre ambientes costeiros

e oceanicos, reunindo habitats essenciais para diferentes grupos de vertebrados marinhos. A
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diversidade de peixes pelagicos e demersais, aliada a disponibilidade de presas em diferentes
estratos da coluna d’agua, torna a regido particularmente relevante para predadores de topo,
como Sotalia guianensis, Pontoporia blainvillei, Spheniscus magellanicus, Larus dominicanus
e Chelonia mydas, espécies que compdem o foco deste estudo (Kehrig et al., 2004; Seixas et
al., 2007). Assim, compreender as caracteristicas oceanograficas, ecoldgicas e antropicas da
Bacia de Santos ¢ fundamental para interpretar adequadamente os padrdes de bioacumulacao
de mercurio observados nos organismos analisados, uma vez que sua exposicdo depende

diretamente da qualidade ambiental e da dinamica tréfica da regido.
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Figura 1 - Area de estudo referente a Bacia de Santos onde foram coletadas todas as amostras analisadas. Abrange os estados
do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina.

3.2. Coleta, conservaciao das amostras e técnicas analiticas

As amostras de figado de diversas espécies de tetrapode marinhos foram coletadas em
diferentes sitios da Bacia de Santos, entre 2016 e 2023. S3o oriundas do Projeto de
Monitoramento de Praias da Bacia de Santos (PMP-BS) em parceria com a Petrobras, projeto
de monitoramento ambiental exigido pelo IBAMA no licenciamento ambiental de atividades
envolvendo producdo e escoamento de petréleo e gas natural no pré-sal.
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As amostras, provenientes de individuos que morreram em um curto periodo apos o
atendimento veterindrio ou que morreram durante o transporte, foram armazenadas em

ultracongeladores a -80°C.

Para a determinacdo de MeHg, as amostras inicialmente foram submetidas a processo de
extragdo e, em seguida, os analitos determinados por AFS (Millennium Merlin, P.S.Analytical)

com geracao de vapor frio acoplada a HPLC (123 Pump, Gilson).

3.3. Amostras, selecao e liofilizacao

As amostras avaliadas consistiram em figados de tetrdpodes marinhos (mamiferos, aves e
quelonios), obtidos por recolhimento de animais encalhados e por amostragem de
monitoramento regional na Bacia de Santos. A selecdo das amostras para especiacdo de
mercurio privilegiou individuos representativos de diferentes concentracdes dos analitos de
interesse, com o objetivo de relacionar diferencas de teor de metilmerctirio com fatores
ecologicos e ambientais, além de tentar entender a relagdo entre mercurio e selénio. Cada
amostra foi processada em triplicata para permitir avaliacdo de repetibilidade analitica e

controle de variabilidade experimental.

Inicialmente, foram pesados entre 3 e 5 g de amostra macerada, previamente armazenada a —80
°C por, no minimo, uma hora. As amostras congeladas foram transferidas para liofilizagdo e
mantidas a —40 °C, sob vacuo de 0,12 mbar, por 72 horas ou até a obten¢ao de massa constante.
Ap6s a liofilizagdo, as amostras foram acondicionadas em dessecador pressurizado até a
realizagdo do procedimento de digestdo, garantindo estabilidade e evitando reabsor¢dao de

umidade.

3.4. Métodos para analise e quantificacio de mercurio total (HgT)

As amostras foram submetidas a digestdo acida assistida por micro-ondas. Inicialmente, tubos
de digestdo contendo 15 mL de 4cido nitrico (HNOs) foram aquecidos em sistema de micro-
ondas a 170 °C por 5 minutos, mantendo-se nessa temperatura por mais 5 minutos. Em seguida,
a temperatura foi elevada a 200 °C por 1 minuto e mantida por 15 minutos, sob poténcia maxima
de 90% da capacidade do equipamento (<1100 W), garantindo que a pressdo interna nao
ultrapassasse 35 bar. Posteriormente, adicionaram-se 15 mL de dgua ultrapura a cada tubo,

repetindo-se o mesmo ciclo de aquecimento.
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Cerca de 500 mg de amostra in natura foram entdo transferidos para frascos de digestdo, aos
quais se adicionaram 2 mL de HNOs concentrado (65% v/v) e 6 mL de HCI concentrado (37%
v/v), ambos destilados. Os acidos permaneceram em contato com a amostra por, no minimo,
uma noite a temperatura ambiente, favorecendo a pré-digestdo da matriz. Em seguida, as
amostras foram digeridas em micro-ondas a 170 °C por 17 minutos, mantendo-se nessa
temperatura por mais 5 minutos, sob poténcia maxima de 80% (=980 W) e pressdao maxima de
30 bar. Posteriormente, a temperatura foi elevada a 200 °C por 3 minutos ¢ mantida por mais
20 minutos. Apos o resfriamento a temperatura ambiente, os extratos digeridos foram

transferidos para tubos de centrifuga de 15 mL.

Para assegurar que todo o mercurio estivesse presente na forma inorganica oxidada (Hg?*),
condi¢do necessaria para a analise instrumental, foi realizada uma etapa de oxidacdo quimica
com solucdo de KBr (1,19% m/v) e KBrOs (0,28% m/v). A solucdo teste foi preparada
transferindo-se 2 mL do extrato digerido para um tubo de 50 mL, adicionando-se 2 mL da
solucao oxidante e 2,5 mL de HCI concentrado. A manutengdo da coloragao amarela por, no
minimo, 30 minutos foi utilizada como critério para confirmar a oxida¢do completa do
mercurio, sendo adicionados volumes adicionais da solugdo de KBr/KBrOs quando necessario.
Apds esse periodo, o excesso de oxidante foi neutralizado com solucdo de cloridrato de

hidroxilamina (12% m/v), adicionando-se 15 pL para cada 1 mL da solugdo oxidante utilizada.

As amostras digeridas foram diluidas em trés pseudorréplicas, transferindo-se 0,5 mL do extrato
para tubos de 15 mL e ajustando-se o volume com solucdo do branco de dilui¢do, preparada
com a mesma proporcao de KBr/KBrOs e HCl da solugao teste, seguida da adi¢do proporcional
de cloridrato de hidroxilamina. Ap6s 30 minutos de estabilizagdo, as amostras foram

encaminhadas para analise.

A determinagdo do HET foi realizada por espectrometria de fluorescéncia atomica com geragao
de vapor frio (CV-AFS). As solu¢des padrao foram preparadas com a mesma composi¢ao
quimica das amostras, assegurando compatibilidade matricial. A redugdo de Hg** para Hg® foi

realizada online por meio de solucao de SnClz a 2% (m/v) em HCl a 10% (v/v).

O controle de qualidade analitica incluiu a aceita¢do de desvio-padrao relativo inferior a 15%
para leituras consecutivas de solu¢des padrao, recuperagoes entre 90 e 110% para o Padrao de
Verificagdo Inicial (PVI) e para o Padrao de Verificacdo Continua (PVC), analisado a cada 10
amostras, além da analise de branco analitico a cada 20 amostras (valores < LoQ). A exatidao
do método foi avaliada por meio de adigdes de mercurio (spike) em amostras previamente

digeridas (MS e MSD), utilizando amostras com concentracdes conhecidas. Os limites de
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quantificagdo foram determinados conforme as diretrizes do Instituto Nacional de Metrologia,

Qualidade e Tecnologia (INMETRO).

3.5. Métodos para analise e quantificacio de selénio (Se)

A determinacdo das concentragdes de selénio (Se) em figado teve como objetivo subsidiar a
interpretagdo ecotoxicologica dos mecanismos de interagdo entre Hg e Se em vertebrados

marinhos. O procedimento de pré-digestao utilizado foi o mesmo descrito para HgT.

Posteriormente, foram adicionados aproximadamente 175 mg da amostra liofilizada a cada
tubo, juntamente com 8 mL de HNOs bidestilado concentrado (65% m/v), mantendo-se o
contato acido por, no minimo, 15 minutos. As amostras foram entdo submetidas a digestdo em
micro-ondas, aquecendo-se a 170 °C por 10 minutos, com manuten¢do por mais 5 minutos,
seguida de elevagdo da temperatura a 200 °C por 3 minutos e manutengao por 20 minutos. Apds
o resfriamento a temperatura ambiente, os extratos digeridos foram transferidos para tubos de
centrifuga de 50 mL e completados com agua ultrapura. Em seguida, aliquotas de 5 mL do
extrato foram transferidas para tubos de 15 mL e diluidas com 10 mL de dgua ultrapura, em trés

pseudorréplicas.

A quantificagdo de selénio foi realizada por espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS). O equipamento foi otimizado diariamente por meio de
solugdo de ajuste (“fune”) contendo 10 pg-L™' de Se em HNOs a 2% (v/v). As amostras
digeridas foram analisadas utilizando padronizagdo interna, com analise de padrio de
verificacdo juntamente com o padrao de menor concentracdo da curva analitica a cada 10

amostras consecutivas.

Para corre¢do de possiveis interferéncias provenientes da matriz, foi introduzida online uma
solucao contendo padrdes internos (PI), permitindo o monitoramento e a correcdo de variagdes
instrumentais e matriciais (< 30%). Quando necessario, interferéncias espectrais foram
corrigidas por meio do uso de Célula de Colisdo e Reagdo (CCT), empregando gas hélio, ou
por meio de equagdes de corre¢do apropriadas. A exatiddo do método foi avaliada com base em
recuperagoes inferiores a 25% de variagdo em amostras fortificadas (spikes), as quais foram
analisadas a cada 20 amostras.

Como material de referéncia, foi utilizada uma amostra certificada de figado bovino (MR-
05/12: Tecido animal — Figado Bovino, EMBRAPA — Brasil), analisada a cada 20 amostras dos
tetrapodes marinhos, juntamente com testes de recuperagdo. O limite aceitavel de desvio-padrao

relativo entre pseudorréplicas foi de 20%, e os limites de quantificacdo foram determinados
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conforme as diretrizes do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia

(INMETRO).

3.6. Mdétodos para analise e quantificacio de metilmercurio (MeHg)

3.6.1. Reagentes, materiais e condig¢oes de armazenamento

Foram utilizados reagentes de grau analitico ou HPLC conforme disponibilidade e boas praticas
analiticas. Os reagentes utilizados contam com écido cloridrico (HCI, 37% v/v) adquirido de
Sigma-Aldrich Corporation, brometo de potassio (KBr), sulfato de hidrazina (em forma de
sulfato, NoH4*H>SO4), boroidreto de sodio (NaBH4) e tolueno de Dinamica Quimica, L-
Cisteina de Cayman Chemical Company, bromato de potéassio (KBrOs) de Exodo Cientifica,
hidréxido de sodio (NaOH) de MP Biomedicals, metanol grau HPLC de J.T. Baker (Avantar
Science Central) e padroes certificados de merctrio e metilmerctrio de SpecSol e Sigma-

Aldrich, respectivamente.

Todas as solugdes estoque foram protegidas da luz e armazenadas sob refrigera¢do (=4 °C)
quando aplicavel; solugdes redutoras instaveis (NaBHa4) foram preparadas diariamente para
minimizar perda de eficiéncia por decomposi¢do. As solucdes de fase movel e demais solugdes
aquosas foram filtradas em membrana 0,45 pum antes de uso para minimizar particulado. Para
filtracdo das amostras finalizadas foi adotado filtro PTFE 0,45 um por sua resisténcia quimica
a tolueno e baixa tendéncia a adsorcdo de espécies metalicas. As concentragdes utilizadas para
os diferentes reagentes em suas respectivas solugdes e demais pardmetros operacionais podem

ser observados nos apéndices.

A instrumentacdo empregada incluiu o cromatégrafo liquido (HPLC, Gilson 123 Pump com
valvula de inje¢do manual Rheodyne e loop de 50 pL), coluna analitica C18 (Phenomenex, 250
x 4,6 mm, 5 pum) com pré-coluna de protegdo, gerador de vapor frio para CVG e detector de
fluorescéncia atdmica (P. S. Analytical Millennium Merlin), centrifuga de bancada (CHRIST
SL-700 Alpha 1-2 LDplus Solab Cientifica), cuba ultrassonica, agitador com aquecimento e
sistema de filtracdo Nalgene. Todos os instrumentos e materiais consumiveis empregados

encontram-se alocados no Centro de Estudos Ambientais (CEA/UNESP, Rio Claro).
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3.6.2. Preparo de amostra — procedimentos e justificativas

O protocolo de preparo do tecido hepatico foi adaptado de Bramanti et al. (2005) para acomodar
as caracteristicas da matriz biologica e as limitagdes e potencialidades instrumentais do
laboratorio, preservando a integridade da especiacdo. Trata-se de um protocolo especifico para

extracdo de metilmercurio. As etapas foram realizadas conforme descrito a seguir.

Primeiramente procedeu-se a pesagem de massa de tecido liofilizado entre 0,1 ge 1,5 g
conforme disponibilidade e teor de Hg total estimado, de modo a garantir sensibilidade analitica
adequada sem saturagdo do sistema. A escolha da massa segue o principio de otimizagdo entre
sensibilidade e representatividade da amostra; massas maiores foram empregadas em amostras

com teor esperado mais baixo, baseado nos teores ja conhecidos de Hg total.

Em seguida, adicionaram-se 11,5 mL de dgua Milli-Q e 11,5 mL de HCI bidestilado com o
objetivo de promover a desagregacao da matriz organica e a liberagdo das espécies de mercirio
de sitios de ligacdo a biomoléculas e fragdes minerais. A acidez controlada € critica, pois além
de favorecer a ruptura de ligagdes, mantém a estabilidade quimica das espécies liberadas e
minimiza a volatilizagdo de mercurio que ocorre com maior probabilidade em meios neutro ou

basicos (Bloom, 1989; US EPA, 2002; Clarkson & Magos, 2006; Hintelmann, 2010).

Para acelerar a extracdo e limitar o tempo de contato com altas temperaturas, os tubos foram
aquecidos em banho-maria a 100 °C por 10 minutos; o aquecimento foi feito em banho para
evitar contato direto com blocos secos que podem provocar deformacgao de recipientes plasticos
e possivel contaminacdo por liberagdo de compostos do material do tubo. Apds aquecimento os
tubos foram deixados para resfriar até temperatura ambiente antes de prosseguir.

A etapa de extragdo em fase organica seguiu com adicao de 15 mL de tolueno a amostra acida,
seguida de sonicac¢do em cuba ultrassonica por 20 minutos para assegurar intima dispersao das
fases e ampliagdo da area de contato, permitindo a transferéncia preferencial do MeHg,
especialmente na forma de MeHgCl em meio acido, para a fase organica apolar. Esse
procedimento foi complementado por centrifugacao a 4.500 rpm por 25 minutos para promover
a separacao fisica eficiente das fases. A seletividade da extragcdo em tolueno decorre da maior
solubilidade de compostos organometalicos apolares em solventes organicos, enquanto Hg*"

permanece predominantemente na fase aquosa.

Uma segunda extracdo foi realizada sobre o residuo com 7,5 mL de tolueno, repetindo
sonicac¢do e centrifugagdo, para maximizar o rendimento de extragdo. Em cada extragdo a fase
organica foi separada e submetida a retroextracao para a fase aquosa na presenca de L-Cisteina

0,1% (adicionou-se 5 mL de solucdo de cisteina ao sobrenadante organico), seguida de agitacao
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por 10 minutos e centrifugacdo por mais 10 minutos; a cisteina forma complexos estaveis com
MeHg que migraram para a fase aquosa, tornando o analito compativel com a fase mével aquosa
do HPLC e reduzindo perdas por adsor¢ao na coluna cromatografica. O extrato aquoso final foi
diluido em propor¢ao 1:1 com a fase movel inicial (solugdo de L-Cisteina 5 mmol-L™) e filtrado
em PTFE 0,45 um antes da injegdo. A filtragem prévia busca proteger a coluna de particulas e
garantir repetibilidade de inje¢cdo. O método foi adaptado de Bramanti et al. (2005), que, por
sua vez, o desenvolveu com base em Westoo (1966), Medina et al. (1993), Lorenzo et al. (1999)

e Rocha et al. (2001).

No delineamento experimental previu-se o controle rigoroso de pausas e armazenamentos:
quando havia necessidade operacional de interromper o processo (por ex. limitagdo da
centrifuga), os extratos foram mantidos sob refrigeragdo e protegidos da luz por periodos curtos,
de modo a minimizar alteragdes na especiacdo. Pausas prolongadas em meio altamente acido
sem posterior recondicionamento foram evitadas, por risco de transformagdo das espécies. O
pH das amostras variou entre 3,1 e 3,4. O esquema resumindo o preparo de amostra utilizado

pode ser observado na Figura 2.

0,1- 1,59 de amostra liofllizada

+ 11,5 mL de agua ultrapura +
11,5 mL de HCI 37%

Aquecimento a 100°C por 10 minutos

|Adwgao de 15 mL de lo\ueﬂoJ

Sonicagéio por 20 minutos
Centnfugaggo por 25 minulos

Extrag@o do sobrenadante Extragao do sobrenadante
com 5 mL de L-Cisteina 0,1% com 5 mL de L-Cisteina 0,1%

Residuo + 7,5 mL de tolueno
'Sonicagdo por 20 minutos

Centnfugagao por 25 minutos

Agitagao por 10 minutos
(Cenlrifugagao por 10 minutos

Extrato aquoso

| Descarte I

( Para andlise )

Figura 2 - Esquema do preparo de amostra utilizado para quantificacdo de MeHg. Adaptado de Bramanti et al. (2005).

3.6.3. Arranjo analitico e justificativa metodologica

A separacgdo cromatografica foi realizada em coluna C18 reversa, com fase movel A composta

de L-Cisteina 5 mmol-L! e fase movel B composta por 95% metanol e 5% de solugao de
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cisteina 5 mmol-L™". O gradiente adotado iniciou por 2,5 minutos isocraticos em A, evoluiu em
2,5 minutos até 75% da solug¢ao B (participacdo organica elevada necessaria para eluir MeHg)
e incluiu etapa de limpeza com 100% B para reducdo do efeito de memoria. Essa estratégia de
eluicdo modulada permitiu separar analiticamente Hg?* (elui primeiro por ser mais polar) de
MeHg (elui mais tardiamente por carater menos polar), maximizar resolucdo e reduzir
interferéncias provenientes de compostos coextraidos da matriz. O gradiente para 75% da
solucdo B demonstrou os melhores resultados para a separagdo de MeHg, mesmo quando
comparado com os 50% sugeridos no trabalho de Bramanti et al. (2005). Os tempos de retencao
para Hg e MeHg foram de 4 minutos e 6 minutos apos o inicio da corrida, respectivamente. Em
algumas amostras houve a presenga de um terceiro pico ao final da corrida cromatografica, aos
13 minutos, possivelmente correspondente a alguma outra espécie organica de mercurio
coextraida. As condicoes exatas de fluxo, tempos de retencao observados e demais parametros
instrumentais sdo apresentados em apéndice técnico, assim como cromatogramas
exemplificando picos de retencdo para Hg e MeHg.

A deteccdo foi realizada por geragdo de vapor frio com oxidacdo prévia (KBr/KBrOs + HCl —
Br2) convertendo as espécies a uma forma homogénea (Hg?") seguida de redugdo continua com
NaBH4/N:H+/NaOH para gerar Hg® deslocado para a fase gasosa e quantificado por
fluorescéncia atomica (CVG-AFS). A sequéncia oxidacdo — reducdo garante resposta
comparavel do detector as espécies separadas pela HPLC e ¢ consistente com protocolos
classicos de CVG-AFS para especiacao de Hg (Bramanti et al., 2005). Solugdes redutoras foram
preparadas diariamente devido a instabilidade conhecida do NaBHa4; a eficiéncia do gerador de
vapor foi monitorada através de padrdes intermediérios durante as corridas. O uso de hidrazina
serve para controlar o potencial “quenching effect” (reducao/extingdo da fluorescéncia). Um

esquema do procedimento analitico pode ser observado na Figura 3.
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[ Injegdo da amostra j
Coluna cromatografica I

| Separagao das espécies de Hg I

Oxidacao
(KBr/KBrO3, HCI)

=

(NaBH4/N2H4)

| Separador gas-liquido I

Deteccéio CV-AFS

Figura 3 — Esquema de analise de amostras para quantificagdo de MeHg no figado de tetrapodes marinhos.

3.6.4. Verificagdo de artefatos e controle de qualidade analitica

Para assegurar que os picos atribuidos a MeHg ndo fossem artefatos, adotaram-se controles
integrados ao protocolo: inclusdo de brancos de reagente e brancos de corrida, preparacao de
curvas de calibragdo em matriz compativel (cisteina) e execugdo de ensaios de recuperacao via
adicdo conhecida de analito (spike) em diferentes niveis.

A identidade cromatografica do pico de MeHg foi verificada mediante crescimento do sinal
com adicao de padrdo (spike) e comparagao de tempos de retencdo entre padrdes e amostras;
também se realizaram testes para detectar carry-over (injec¢ao de branco imediato apds padrao
elevado) e testes de coeluicdo por variagdes instrumentais controladas no gradiente. A
repetibilidade foi avaliada por triplicatas, aceitando-se preferencialmente como critério pratico
RSD < 20% para aceitagdao de uma série.

Os limites analiticos foram estimados segundo recomendacdes IUPAC e, para o método
empregado, aproximaram-se de 3 x 107 pg-g* (3 ng'g ") e 9,6 x 107 ug-g* (9,6 ng-g™') para o
limite de deteccao (LoD) e para o limite de quantificacdo (LoQ) de MeHg, respectivamente. Os

resultados de recuperagdo obtidos por spike foram proximos a 93% + 14%, o que é compativel
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com literatura e com o método original adaptado e ndo se distancia do valor obtido pelos autores

que desenvolveram o método (85% £3%).

3.6.5. Tratamento de dados abaixo do limite de deteccdo

As amostras que apresentaram concentragdes de metilmercurio abaixo do limite de detec¢ao do
método analitico foram consideradas como dados censurados a esquerda (< LD). Esses valores
ndo foram substituidos por zero ou por fragdes arbitrarias do limite de detecgdo, a fim de evitar
vieses de subestimagdo ou superestimacao das concentragdes. Dessa forma, a interpretacao dos
resultados baseou-se principalmente nas médias das concentracdes de MeHg, assim como na
frequéncia de deteccdo e na amplitude das concentracdes quantificaveis. Para o caso de C.
mydas, onde a frequéncia de detec¢do ¢ menor (30%), a média deve ser analisada com cautela,
considerando, preferencialmente o valor da mediana obtido, nesse caso, a média aritmética foi

utilizada apenas de forma complementar e interpretada com cautela.

3.6.6. Tratamento estatistico e integra¢do com dados de Se e Hg total

As concentracdes de Hg total e Se (obtidas previamente por AFS e ICP-MS, respectivamente,
por membros do grupo) foram tratadas em conjunto com as medidas de MeHg para avaliagdes
ecotoxicologicas e modelagem. Os dados foram transformados (logl0) quando necessario e
verificados quanto aos pressupostos da regressdo linear simples (normalidade dos residuos por
Shapiro-Wilk, homocedasticidade por Breusch-Pagan, independéncia dos residuos por Durbin-
Watson e anélise gréafica de residuos). A regressado linear foi aplicada para quantificar a relagdo
entre Hg e Se, tal qual MeHg e Se por espécie, interpretando-se 1> e significancia (p < 0,05) no
contexto biologico e metodoldgico. A justificativa para a escolha desses testes foi baseada na
necessidade de assegurar validade inferencial e detectar possiveis violagdes de pressupostos
que exigiriam modelos alternativos.

O calculo da razdo molar Se:Hg foi feito através da formula proposta por Burger ef al. (2012):
Razao molar Se:Hg = (Cse/Massa molarse) + (Cng/Massa molaryg). Essa razdo ¢ amplamente
utilizada como indicador do potencial protetor do Se frente a toxicidade do Hg, onde valores
Se:Hg > 1 indicam condi¢ao potencialmente protetora, enquanto razdes < 1 sugerem risco de

toxicidade por excesso de Hg.
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3.6.7. Consideragoes sobre aplicacoes e limitagoes

As adaptagcdes necessarias ao método original (ajuste do gradiente, parametros de
condicionamento, escolha de filtros, frequéncia de preparo de reagentes instaveis) resultaram
em um protocolo que ¢ robusto para analise de MeHg em figado de vertebrados marinhos nas
condigdoes do CEA/UNESP. O método demonstrou potencial aplicacio em estudos de
biomonitoramento em ecossistemas costeiros. Contudo, reconhece-se a necessidade continua
de otimizacdo e validagcdo adicional, especialmente para quantificacdo de outras formas
organicas de Hg eventualmente coextraidas (por ex., EtHg), e para assegurar comparabilidade
plena com metodologias de referéncia. Além disso, a interpretacdo ecotoxicoldgica deve

considerar limitacdes como limites analiticos e possiveis variabilidades de matriz.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Quantificacido de mercurio total e selénio

A quantificagdo das concentragdes de mercurio total (HgT) e selénio (Se) em figado constitui
um passo fundamental para a interpretagdo ecotoxicoldgica dos resultados deste estudo, uma
vez que esses elementos estdo diretamente envolvidos nos processos de bioacumulagdo,
transformagao metabdlica e detoxificacdo em vertebrados marinhos (Palmisano et al., 1995;
Wagemann et al, 2000; Kunito et al., 2004). O figado, por ser um 6rgao metabolicamente ativo,
pode desempenhar papel central tanto na desmetilacdo do metilmerctrio quanto na interagao
bioquimica entre Hg e Se, refletindo a histdria de exposi¢cdo e os mecanismos fisiologicos de
resposta dos organismos analisados (Palmisano et al., 1995; Kehrig et al., 2004; Seixas et al.,

2007).

Dessa forma, a apresentacdo inicial das concentracdes de HgT e Se permite estabelecer um
panorama geral da carga desses elementos nas diferentes espécies estudadas, servindo como
base para a interpretacdao dos resultados de especiacdo de merctrio, das razdes molares Se:Hg
e das andlises de correlagao discutidas nos topicos subsequentes. Os valores obtidos para HgT

e Se no figado das espécies analisadas encontram-se apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentragdes médias de mercurio total (HgT) e selénio (Se) medidas para as espécies Larus dominicanus,
Spheniscus magellanicus, Chelonia mydas, Pontoporia blainvillei e Sotalia guianensis (minimo-maximo).

Espécie Local de coleta N amostral HgT Se
(ng-g 'd.w.) (ng.g'd.w.)
L. dominicanus Sudeste do 20 5,24 +5,11 8,30 +4,44
Brasil (0,39-16,35) (3,35-19,14)
S. magellanicus Sudeste do 20 15,16 +17,68 21,92 +26,25
Brasil (0,29-71,31) (6,80-128,79)
C. mydas Sudeste do 20 35,99 +£109,05 13,29 +10,32
Brasil (0,10-463,05) (0,96-40,35)
P. blainvillei Sudeste do 20 7,18 £9,60 9,82 +8,58
Brasil (0,53-33,12) (1,82-30,90)
S. guianensis Sudeste do 19 78,82 +£91,90 24,43 +35,75
Brasil

(0,25-282,89)

(0,87-142,83)
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As concentracdes de mercurio total (HgT) e selénio (Se) no figado apresentaram elevada
variabilidade intraespecifica e interespecifica, sem evidenciar um padrao consistente quando
analisadas a partir das médias por espécie ou por grupo taxondmico. Observa-se que tanto HgT
quanto Se exibiram amplas faixas de variagcdo dentro de cada espécie, refletidas nos elevados
desvios-padrao e na amplitude entre os valores minimos e maximos, o que indica forte

heterogeneidade individual na acumulacao desses elementos.

Diferentemente do esperado para estudos ecotoxicologicos baseados exclusivamente na posi¢ao
trofica, os valores médios de HgT ndo foram sistematicamente mais elevados em predadores de
topo. Espécies pertencentes a diferentes grupos taxondmicos apresentaram concentragdes
médias ¢ maximas sobrepostas, sugerindo que a acumulacdo de HgT no figado ndo estd
diretamente associada apenas a posi¢ao trofica, mas também possivelmente a fatores como
historico individual de exposi¢do, idade, estado fisiologico, dieta especifica e processos

metabdlicos de transformacao e detoxificacao.

De forma semelhante, as concentragdes de selénio ndo apresentaram um padrao claro de
variagdo entre as espécies ou grupos analisados, tampouco uma relagcdo visual direta com os
valores de HgT. Embora ambas as variaveis apresentem amplitudes elevadas, a auséncia de um
padrao consistente entre HgT e Se nesta analise descritiva inicial sugere que a interacao entre
esses elementos ndo se expressa de maneira simples a partir das concentracdes absolutas,
reforgando a necessidade de abordagens integrativas, como a andlise de razdes molares e

correlacdes estatisticas, discutidas nos topicos subsequentes.

A elevada variabilidade observada, especialmente em espécies como Chelonia mydas e Sotalia
guianensis, indica que poucos individuos com concentragdes extremamente altas exercem forte
influéncia sobre os valores médios, ressaltando a importancia de interpretar as meédias com
cautela e considerar a distribuigdo completa dos dados. Nesse sentido, a apresentagdo conjunta
de média, desvio-padrao e intervalo de variagdo fornece um panorama mais realista da carga de
HgT e Se no figado das espécies estudadas.

Esses resultados iniciais reforcam que a dindmica de acumulagdo de HgT e Se em vertebrados
marinhos ¢ complexa e multifatorial, ndo sendo adequadamente explicada apenas por
agrupamentos taxondmicos ou troficos. Assim, a quantificagdo desses elementos no figado
estabelece a base necessaria para a interpretagao dos resultados de especiagdo de mercurio, das

razoes molares Se:Hg e das analises de correlagdo apresentadas a seguir, que permitem uma
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compreensdo mais refinada dos mecanismos fisiolégicos envolvidos na exposi¢do e

detoxificagdo do mercurio.

4.2. Quantificacao de metilmercurio

No geral, as concentracdes de MeHg encontradas para as espécies analisadas foi condizente
com o que se tem na literatura (vide referéncias na Tabela 2), com excecdo do gaivotdo (L.
dominicanus), cujo nenhum trabalho foi realizado para o figado dessa espécie. A média da
concentragdes por espécie pode ser observada na Figura 4. Um exemplo de cromatograma
obtido para a especiagdo de mercurio pode ser observado na Figura 5. As concentragdes
encontradas podem ser observadas na Tabela 2, juntamente com resultados de estudos

realizados para as espécies em questdo e para outras espécies de cetaceos a fim de comparagao.

Concentracdao média de MeHg no figado por espécie (+ desvio padrao)
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Figura 4 — Concentracdo hepatica média de MeHg para as espécies estudadas.

As concentragdes médias de MeHg no figado variaram entre as espécies, com valores mais altos
em Spheniscus magellanicus e mais baixos em Pontoporia blainvillei. As barras de erro
representam o desvio padrdao. No cromatograma, além dos picos de Hg inorganico e MeHg e
seus tempos de retengdo, ¢ possivel observar um terceiro pico de origem desconhecida, que sera

discutido mais adiante no texto.
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Figura 5 - Exemplo de cromatograma gerado pela andlise da amostra PT2710 (Pontoporia blainvillei), mostrando os tempos
de retengdo para Hg (~4 minutos), MeHg (~6,5 minutos) e terceiro pico desconhecido (~13 minutos).

Tabela 2 - Concentragdo média de MeHg (incluindo desvio-padrdo, valores minimos, maximos de %MeHg em relacdo ao Hg
total, quando disponivel) para as cinco espécies estudadas e espécies comparativas (d.w. = peso seco; w.w. = peso umido).

MeHg médio (min-

Espécie Local n max) pg.g' e Observacdes Referéncia
%MeHg
0,89 +0,78
Sudeste do (0,07-2,64) d.w. Frequéncia de
Larus dominicanus _ 10 Este estudo
Brasil 22,3 £20% do HgT detecgdo = 100%

(9,2-75,9%)

1,31 £0,73 ,

Spheniscus Rio Grande _ Kehrig et

] 22 (0,46-3,26) d.w. Juvenis
magellanicus ~ do Sul, Brasil al., 2015
53,1% do HgT
1,97 +1,56
Spheniscus Sudeste do (0,04-4,36) d.w. Frequéncia de
p Brasil 10 q L00% Este estudo
: teccio =

magecianicus rasi 28,4 :l:32,1% dO ctecg¢ao (]

HeT (2,3-83,6%)
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MeHg médio (min-

Espécie Local n max) pg.g' e Observacdes Referéncia
%MeHg
Juvenis e subadultos.
Mar MeHg estimado Godley et
Chelonia mydas ) 6 Estimou MeHg com
Mediterraneo 0,05-0,1 d.w. al. (1999)
base em %MeHg.
Baja .
Inclui adultos e Kampalath
Chelonia mydas  California, 8 0,0002-0,027 d.w. )
. imaturos et al. (2006)
Mexico
. Inclui adultos e Nget al.,
Chelonia mydas ~ Sul da China 14 0,15 d.w. )
imaturos 2018
Mediana
0,055 +0,028
(0,00077-0,416) Rodriguez
Chelonia mydas  Bahia, Brasil 22
W.W. etal., 2020
8,8+3,5%
(0,1-58,7%) do HgT
Mediana 13,82 — mais
relevante
Sudeste do 1,08 0,32 )
Chelonia mydas . 3 (0,90-1,46) d.w. considerando Este estudo
Brasil 13,7 £3,3% (10,4— .
17%) do HeT frequéncia de
detecgdo = 30%
OrgHg mediana ~ OrgHg usado como )
Pontoporia Sudeste do Seixas et
18 0,75 proxy confiavel;
blainvillei Brasil ] al., 2008
(0,15-2,22) d.w. relagdo estreita Hg—Se
OrgHg mediana OrgHg usado como )
Pontoporia _ Seixas et
Sul do Brasil 13 1,25 proxy confiavel,
blainvillei _ al., 2008
(0,05-4,21) d.w. relagdo estreita Hg—Se
Alt tragdes, .
as concentragdes Lailson-
Pontoporia Rio de 0,858 forte biomagnificagdo;
19 Brito et al.,
blainvillei Janeiro, Brasil (0,11-1,92) w.w. MeHg correlacionado
2012

a idade
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MeHg médio (min-

Espécie Local n max) pg.g' e Observacdes Referéncia
%MeHg
MeHgjuw = 0,19 w.w. )
Pontoporia Rio de _ Kehrig et
) 1 MeHg,quio= 0,608 Juvenis e adultos
blainvillei Janeiro, Brasil al.,2016
W.W.
0,71 £0,43
Pontoporia Sudeste do (0,16-1,4) d.w. Frequéncia de
Dlaimvill Brasil q S0 Este estudo
o tecciio =
ainvillei rasi 9.4 +8,6% do HgT etec¢do 0
(2,1-25,7%)
Rio de 0,78 d.w. Calculado a partirda  Kehrig et
Sotalia guinensis ) 29 )
Janeiro, Brasil 9% do HgT % do Hg total medido  a/.,2008
Rio de 1,68 £1,09 d.w.  Analisou MeHg, Hge Seixas et
Sotalia guinensis ) ) )
Janeiro, Brasil 18 8% do HgT  Se na cadeia trofica  al., 2014
MeHgju = 0,205
Rio de W.W. Kehrig et
Sotalia guinensis 14 Juvenis e adultos
al.,2016

Sotalia guinensis

Janeiro, Brasil

W.W.

MeHgames =
0,87 +0,8

Rio de
MeHgdurame =
0,43 £0,79

Janeiro, Brasil

(0,02-2,61) d.w.

MeHgaduio= 0,635

(0,01-3,00) d.w.

As amostras foram

divididas em antes
Manhaes et

al., 2021

(n=61) e durante
(n=20) evento
incomum de

mortalidade

Frequéncia de
Este estudo

deteccdo = 80%

MeHg ~6-12% do
Wagemann

Hg, intensa
etal., 1998

demetilacdo

0,78 +£0,76
Sudeste do (0,06-2,3) d.w.
Sotalia guinensis Brasil
rast 0,5 +0,5% do HgT
(0,02-1,8%)
150
Oeste = 1,87 1,15
Beluga 77
) W.W.
(Delphinapterus Artico oeste,
Leste = 1,39 +0,54
leucas)
W.W.
leste)
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MeHg médio (min-

Espécie Local n max) pg.g' e Observacdes Referéncia
%MeHg
121
Oeste = 1,03 +0,88
(66
Narval (Monodon , W.W. Wagemann
Artico oeste, Alta biomagnificagao
monoceros) s Leste = 1,03 0,42 etal., 1998
W.W.
leste)
Golfinho- Espécie de cetaceo
corcunda- . costeira do Oceano ~ Gui et al.,
. Sul da China 28 0,79 £0,61 d.w. .
indopacifico Indico e Pacifico 2014
(Sousa chinensis) Ocidental

Concentragdes de MeHg para as espécies Larus dominicanus, Spheniscus magellanicus, Chelonia mydas,
Pontoporia blainvillei, Sotalia guianensis, Delphinapterus leucas, Monodon monoceros ¢ Sousa chinensis. As
ultimas trés espécies ndo fazem parte do estudo em questdo, estando presentes na tabela a fim de compara¢do com
as espécies alvo. Todas as amostras da tabela sdo de figado. Desvio-padrido (£SD) calculado como desvio-padrao

amostral (n-1).

As concentracdes encontradas, mesmo que semelhantes aos outros estudos realizados para esses
organismos, ressaltam a relevancia da presenga de metilmercirio em todas as espécies
estudadas. A concentracdo de MeHg hepatico variou entre as espécies e, diferentemente do
esperado, as mais elevadas nao foram as observadas nas espécies de cetaceos (P. blainvillei e S.
guianensis), mas sim para as demais espécies, em especial para o pinguim-de-magalhaes (S.
magellanicus) que apresentou a maior média mesmo tendo presente apenas representantes

juvenis, o que implicaria em menor tempo de exposi¢ao a bioacumulacao e biomagnificagao.

4.3. Metilmercurio no gaivotio (Larus dominicanus) e no pinguim-de-
magalhaes (Spheniscus magellanicus)

Para as aves marinhas analisadas, L. dominicanus e S. magellanicus, as concentracdes de MeHg
observadas foram inesperadamente elevadas quando comparadas aos cetidceos estudados,
especialmente no caso do pinguim-de-magalhaes, que apresentou a maior concentragdo média
de MeHg dentre todos os grupos analisados (1,97 pg g*' d.w.). Para L. dominicanus, as
concentragdes foram proximas as registradas para os cetaceos deste estudo e da literatura

(Kehrig et al.,2008; Seixas et al., 2008; Lailson-Brito et al., 2012; Seixas et al., 2014; Manhaes
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et al.,2021), ainda que inexistam estudos prévios de especiagao de MeHg no figado dessa ave,

o que limita comparagdes diretas.

Em ambos os taxons, o percentual de MeHg em relagdo ao HgT foi o mais elevado entre todos
os grupos estudados, sendo de 22% para o gaivotdo e de 28% para o pinguim. Adicionalmente,
essas espécies apresentaram a maior amplitude intraespecifica de %MeHg, indicando forte
heterogeneidade individual na incorporacao e retengao das formas organicas de Hg. Essa
variacdo sugere que multiplos fatores ecologicos e fisiologicos podem estar modulando a
exposicdo ¢ a bioacumula¢do de MeHg, incluindo diferencas individuais em nicho tréfico,

estado nutricional, area de forrageamento e rotas migratorias.

O achado de que todos os individuos analisados (n = 10 para cada espécie) apresentaram
concentragdes quantificaveis de MeHg também se destaca, uma vez que tal padrao ndo € usual
para aves marinhas em comparagdo com cetaceos, nos quais a literatura registra maior
prevaléncia de MeHg detectavel em tecidos (Kehrig et al.,2008; Seixas et al., 2008; Lailson-
Brito et al., 2012; Seixas et al., 2014; Kehrig et al.,2016; Manhaes et al., 2021). No caso de S.
magellanicus, concentragdes proporcionalmente mais elevadas ja foram relatadas na literatura,
com Kehrig et al. (2015) observando que juvenis apresentaram propor¢des de MeHg
correspondentes a aproximadamente 53% do HgT, evidenciando que a exposi¢ao desse grupo
pode ser particularmente intensa em determinados contextos ecologicos. Mesmo assim, o
percentual encontrado no presente estudo (28%) permanece relevante e reforga a natureza

variavel da bioacumulacao em aves piscivoras migratorias.

A interpretagdo desses resultados quanto a detoxificagdo via formagdo de HgSe sugere um
quadro complexo. Apesar de as propor¢des de MeHg serem mais elevadas que aquelas
observadas em mamiferos marinhos, as razdoes molares Se:Hg encontradas foram altas (15,82
para L. dominicanus e 37,76 para S. magellanicus), o que, em principio, indica disponibilidade
substancial de selénio para complexagao de Hg e formagao do cristal inerte. Entretanto, razdes
elevadas ndo garantem necessariamente a neutralizacdo completa do MeHg, uma vez que o
processo de desmetilacao pode ser menos eficiente em aves do que em cetaceos, e sua dindmica
depende tanto da concentracdo de Se quanto da capacidade metabolica da espécie. A
coexisténcia de altos teores de Se e percentuais elevados de MeHg sugere que a taxa de entrada
de MeHg, possivelmente pela dieta, pode superar parcialmente a taxa de detoxificagdo,
especialmente em aves piscivoras que dependem de cardumes potencialmente contaminados,
mas também pode sugerir que o processo de desmetilacdo do mercurio nesses organismos seja

mais lento ou menos eficiente do que o de outros grupos de animais marinhos.
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A elevada concentragcio de MeHg encontrada nessas aves pode refletir processos de
biomagnificacdo, tendo em vista que ambas as espécies apresentam dietas baseadas
predominantemente em peixes. Normalmente, pinguins demonstram a capacidade de acumular
grandes quantidades de merctrio no figado, em principio por transferéncia através das suas

presas (Monteiro & Furness, 1995; Furness & Camphuysen, 1997).

Considerando-se ainda que S. magellanicus ¢ uma espécie migratoria de longa distancia (Méder
et al., 2010; Silva, 2014), e que todos os individuos analisados neste estudo eram juvenis, os
resultados indicam que tais aves podem ter sido expostas a areas especificas de alimentacao
com elevados niveis de MeHg, ou a fontes pontuais de contaminagdo em rotas migratdrias. A
condicdo juvenil, que teoricamente implicaria menor tempo de exposi¢do, torna esses achados
ainda mais relevantes, sugerindo que a exposicdo pode ter sido recente e intensa ou que a
espécie possui elevada taxa de incorporagdo de MeHg em tecidos hepaticos.

Ressalta-se que as concentracdes para as fémeas de S. magellanicus apresentaram valores
extremos, ou seja, muito elevados ou muito baixos, enquanto os machos apresentaram valores
intermediarios. Essa observagdo pode ter relacdo com atividades metabodlicas, assim como

variagdes hormonais relacionadas a procriagdo e outras questdes fisioldgicas.

Outros fatores que podem explicar a grande amplitude do percentual de metilmerctrio
(%MeHg) observada nessas espécies incluem diferencas individuais no estado fisioldgico, no
metabolismo e na condig¢do corporal, bem como niveis de estresse e variagdes nas demandas
energéticas associadas a processos como a migracdo. Ademais, variagdes no contetdo lipidico
do figado podem influenciar a reten¢ao e a transformagao do MeHg, uma vez que esse composto
apresenta elevada afinidade por tecidos ricos em lipideos e sofre desmetilacao e redistribuigao
metabolica nesse 6rgao (Palmisano ef al., 1995; Wagemann et al., 2000; Scheuhammer et al.,
2007; Fort et al., 2015; Kershaw & Hall, 2019). Além disso, considerando que aves marinhas
podem ocupar diferentes microambientes ao longo da costa e enfrentar flutuagdes sazonais na
disponibilidade de presas, ¢ possivel que a variabilidade espacial e temporal na contaminagao
ambiental contribua para os padrdes observados, dificultando a atribuicdo de uma tnica fonte
de exposic¢do.

Assim, os resultados indicam que Larus dominicanus € Spheniscus magellanicus ndao apenas
exibem concentragdes elevadas de MeHg, mas também apresentam forte heterogeneidade
intraespecifica e percentuais de MeHg relativamente altos quando comparados a cetaceos e
tartarugas. Esses achados ressaltam a susceptibilidade dessas aves a contaminagao por MeHg,

\

possivelmente associada a biomagnificagdo, a dieta piscivora, a ecologia migratoria e as
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particularidades metabolicas das espécies. A complexidade dos padrdes observados reforca a
importancia de estudos adicionais de especiacdo, incluindo séries temporais mais longas e
amostragens geograficamente amplas, de modo a esclarecer os processos subjacentes a

bioacumulagdo e detoxificacdo de Hg em aves marinhas do Atlantico Sul.

Ademais, a realizacdo deste estudo representa um marco significativo para a ecotoxicologia
marinha, pois se trata do primeiro trabalho a investigar a especiagdao de metilmercurio (MeHg)
especificamente no figado de Larus dominicanus. A caracterizagao inédita da espécie quimica
de Hg neste 6rgdo permite ampliar o entendimento sobre o papel ecologico do gaivotdo como
bioindicadora de contaminagdo marinha, além de fornecer dados essenciais para comparagoes
interespécies e para o avango do conhecimento sobre a dindmica e o risco ambiental do

mercurio em aves costeiras do Atlantico Sul.

4.4. Metilmercurio na tartaruga-verde (Chelonia mydas)

No caso da tartaruga-verde (C. mydas), dentre as amostras de figado analisadas para a presenga
de metilmercario (MeHg) (n = 10), apenas trés individuos apresentaram concentragdes
quantificaveis, embora esses valores tenham sido substancialmente superiores aos reportados
para a espécie em estudos anteriores (Godley et al., 1999; Kampalath et al., 2006; Ng et al.,
2018; Rodriguez et al., 2020).

Essa discrepancia pode indicar diferentes cendrios interpretativos. Inicialmente, a baixa
frequéncia de detecgdes (30%) limita a robustez estatistica, sugerindo que a média elevada pode
refletir a variabilidade natural associada ao reduzido tamanho amostral, e ndo necessariamente
um padrdo populacional. Dessa forma, embora a média das concentracdes quantificaveis de
MeHg tenha sido apresentada para fins descritivos, sua interpretagdo deve ser realizada com
cautela, uma vez que o valor médio reflete exclusivamente os individuos detectaveis e ndo a
totalidade da amostragem. Contudo, o fato de apenas alguns individuos apresentarem MeHg
detectavel, enquanto os demais exibiram concentragdes abaixo do limite instrumental, sugere
que a heterogeneidade intraespecifica pode estar relacionada a fatores individuais, tais como
diferencas na ecologia alimentar recente, rotas migratorias, estado fisioldgico ou historico de
exposicao.

Geralmente, estudos em tartarugas tem dificuldade em quantificar MeHg. Mesmo no figado,
onde ¢ mais comum, sdo encontradas baixas concentra¢des de HgT/Hg inorganico (Simsek et
al., 2025). Anan et al. (2001) estudaram duas espécies de tartarugas, dentre elas C. mydas, e

observaram que elas ndo acumularam Hg no figado, somente Se, ao contrario do que estudos
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anteriores mostraram para aves € mamiferos marinhos e do que foi observado para C. mydas no

presente estudo.

Considerando que todos os individuos eram juvenis, estagio etario no qual se espera menor
bioacumulagdo devido ao curto tempo de vida e, consequentemente, menor exposi¢ao, a
presenca de concentragdes relativamente elevadas de MeHg em apenas trés animais reforca a
hipotese de que tais individuos possam ter experienciado episodios pontuais de exposi¢ao mais
intensa, potencialmente relacionados a areas de alimentacao especificas ou fontes localizadas
de contaminacdo. Isso ¢ reforcado pela alimentacdo onivora pela espécie durantes as fases
iniciais da vida (Bjorndal, 1997; Arthur et al., 2008; Cardona et al., 2009).

Adicionalmente, a elevada razdo molar Se:Hg observada na espécie (=76,52; n=20),
frequentemente associada a detoxificagdo via formagao de HgSe, ndo invalida a possibilidade
de acimulo de MeHg, uma vez que esse mecanismo ¢ eficiente, mas nao absoluto, podendo
variar entre individuos em funcao de diferengas metabolicas, disponibilidade de selénio,

capacidade antioxidante e taxas de desmetilacao hepatica.

Uma possivel interpretacdo ¢ a de que nesses organismos o0 MeHg ainda ndo foi desmetilado,
para que entdo, na forma de Hg inorganico, seja complexado com o Se. Ainda que o MeHg
represente apenas uma fracao (14%) do mercurio total presente. Afinal, os valores encontradas
anteriormente na literatura incluiam individuos adultos/subadultos (Godley et al., 1999;
Kampalath et al., 2006; Ng et al., 2018), onde esses organismos teriam tido mais tempo para

realizar o processo de desmetilagdo e eliminagdo do MeHg.

Assim, a presenca de poucos individuos com altas concentracdes de MeHg pode refletir tanto
variagdes fisiologicas quanto diferencas espaciais ou temporais de exposi¢do. A interpretagao
desses resultados deve considerar as limitagdes analiticas associadas ao limite de detecg¢ao do
método e a ocorréncia de valores censurados (abaixo do limite de detecg@o), que tendem a inflar
artificialmente a média quando poucos valores detectaveis sao utilizados.

Portanto, a combina¢do de um baixo numero de deteccdes, variabilidade individual e incertezas
relacionadas ao comportamento migratorio da espécie indica que tais resultados devem ser
interpretados com cautela, reforcando a necessidade de amostragens mais amplas para a

caracterizagao precisa da exposi¢do ao MeHg em C. mydas.
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4.5. Metilmercario na toninha (Pontoporia blainvillei) e no boto-cinza
(Sotalia guianensis)

Para os cetaceos analisados, P. blainvillei e S. guianensis, as concentragcdes de metilmercurio
observadas (0,71 ¢ 0,78 pg.g™', respectivamente) foram inferiores ao esperado para mamiferos
marinhos, principalmente quando comparados com os demais grupos, embora compativeis com
valores previamente descritos para essas espécies (Kehrig er al.,2008; Seixas et al., 2008;
Lailson-Brito et al., 2012; Seixas et al., 2014; Kehrig et al.,2016; Manhaes et al., 2021). O
percentual de MeHg em relagdo ao HgT foi relativamente baixo para P. blainvillei (9%) e ainda
menor para S. guianensis (0,5%). Esses achados sugerem que uma parcela significativa do Hg
acumulado no figado desses animais encontra-se na forma inorganica, possivelmente

complexada como HgSe nesse 6rgdo, como sugerido por Caurant et al. (1996) e Wagemann et

al. (1998).

A formagdo desse complexo ¢ reconhecida como um dos principais mecanismos de
detoxificagdo em cetaceos (Palmisano et al., 1995; Kunito et al., 2004; Lailson-Brito et al.,
2012; Nakazawa et al., 2011), resultando na reducdo da proporcdo de MeHg tecidual pela
desmetilagdao hepatica ao longo do tempo. Assim, a baixa fragdo de MeHg encontrada pode
indicar que o mecanismo de detoxificagdo via Hg—Se esté efetivamente atuando, especialmente
considerando que as razdes molares Se:Hg observadas neste estudo foram superiores aos
valores usualmente reportados na literatura para P. blainvillei (razdo = 14,37) e semelhantes aos
padrdes descritos para S. guianensis (razao = 4,7) (vida comparacdes na Tabela 4). Razdes
molares Se:Hg elevadas tendem a refletir disponibilidade de selénio suficiente para participar
dos mecanismos fisioldgicos de detoxificacdo do mercurio, favorecendo, apds a desmetilagdo
do metilmercurio, a forma¢ao de complexos estdveis e pouco biodisponiveis, como o HgSe, e
reduzindo a toxicidade associada ao mercurio inorganico acumulado nos tecidos (Palmisano et

al., 1995; Kunito et al., 2004; Ralston, 2008; Lailson-Brito ef al., 2012).

E importante observar que o boto-cinza possui essencialmente uma dieta piscivora altamente
variada, (Di Beneditto & Ramos, 2004), enquanto a toninha se alimenta principalmente de
peixes pequenos e cefalopodes (Di Beneditto & Ramos, 2004), o que justificaria as
concentragdes mais elevadas de MeHg encontradas em alguns individuos da tltima espécie no
presente estudo, assim como a menor razdo Se:Hg em compara¢do a toninha. Como ja
observado por Watanabe et al. (2002), mamiferos marinhos de alimentagdo preferencialmente

piscivora tendem a acumular maiores concentragcdes de mercurio no figado.
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Sakamoto et al. (2015) sugere que a desmetilacdo do MeHg ocorra no musculo dos odontocetos
(subgrupo ao qual fazem parte P. blainvillei e S. guianensis), onde pode haver a acumulagdo de
Hg inerte do musculo esquelético (razao Se:Hg proxima de 1). Dessa forma, o MeHg seria
desmetilado e complexado com o Se, se mantando principalmente na forma inerte de HgSe.
Lailson-Brito et al. (2012), por sua vez, observaram a presenga dos complexos de HgSe no
figado do boto-cinza (S. guianensis). Os resultados desta pesquisa sugerem que algo semelhante
deve estar ocorrendo para os cetaceos analisados.

Lailson-Brito ef al. (2012) também notaram que o boto-cinza possuia %MeHg variando entre
17,8-96% (média de 70%) em relagdo ao total de OrgHg, indicando a presenga de outas
espécies organicas de mercurio além do metilmercirio. Essa observacdo corrobora com o
observado neste estudo, onde ha suspeita da presenca de demais espécies organicas nas

amostras de figado analisadas.

Outro aspecto relevante ¢ que, diferentemente do observado para Chelonia mydas, a maioria
das amostras dessas duas espécies apresentou MeHg detectavel, o que € coerente com o maior
numero de estudos de especiacao realizados em cetaceos (conforme observado na Tabela 2) e

com sua posicao elevada nas redes troficas marinhas.

Ambas as espécies ocupam nichos costeiros e se alimentam de presas que tendem a acumular
mercurio por biomagnificagdo, como peixes demersais € pequenas presas neriticas, o que pode
contribuir para a exposi¢ao cronica ao Hg nesses organismos (Di Beneditto & Ramos, 2001; Di
Beneditto & Ramos, 2004; Kehrig et al., 2004; Seixas et al., 2007). Assim, a presenga
consistente de MeHg ¢ biologicamente plausivel e esperada em predadores de topo, em fungao
dos processos de bioacumulacao e biomagnificacdo ao longo da cadeia trofica. No entanto, a
baixa proporc¢ao relativa de MeHg, apesar de sua deteccdo frequente, pode estar relacionada ao
longo tempo de residéncia do mercurio no figado e a eficiéncia dos mecanismos fisiologicos de
desmetilacdo e transformag¢do do MeHg em formas menos tdxicas, como o mercirio inorganico
complexado ao selénio. Esse padrdo ¢ uma caracteristica amplamente documentada em
odontocetos, especialmente associada a formacao de complexos estaveis do tipo HgSe no tecido
hepético (Palmisano et al., 1995; Wagemann et al., 2000; Kunito et al., 2004; Nakazawa et al.,
2011; Lailson-Brito et al., 2012).

Seixas et al. (2008) observaram uma relacdo linear inversa significativa entre os teores de
mercurio total e o percentual de mercurio organico (%OrgHg) no figado de toninhas no sul e
sudeste brasileiro (R?=10,52; p <0,001), onde concentragdes mais altas de Hg hepatico

correspondem a menores concentragdes de %OrgHg. Os autores relacionaram essas correlagdes
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a eficiéncia do processo de eliminagdo das formas organicas de merctrio dos 6rgdos internos.

Algo similar, mas ndo estritamente linear, foi observado no presente estudo.

Além disso, fatores individuais como idade, dieta, estado fisiologico e exposi¢cdo prévia podem
modular a capacidade de detoxificagdo, explicando por que a propor¢do MeHg/HgT apresenta
amplitude consideravel mesmo dentro de uma mesma espécie. Usualmente, os peixes sao
alimentos essenciais para animais de niveis troficos superiores, como o0s cetaceos, sendo
também sua principal fonte de mercurio e de selénio (Kubota et al., 2001; Monteiro-Neto et al.,

2003), podendo facilitar a biomagnificagdo e bioacumula¢do de mercurio nesses animais.

Outro fator a se considerar ¢ que todas as amostras do boto-cinza eram de individuos adultos,
o que pode ter contribuido para a baixa proporc¢ao entre MeHg e HgT, assim como para a razao
Se:Hg. Em um estudo com as toninhas (P. blainvillei), Seixas et al. (2008) perceberam um
decaimento na propor¢ao de Hg organico com os estagios de crescimento desses animais, onde
adultos maduros apresentaram o menor percentual (5-30%). Essa propor¢do sugere um
processo de eliminacdo por desmetilagdo mais eficaz das formas mais toxicas de Hg nos 6rgados

analisados (rim e figado).

No contexto ecologico, a contaminagdo observada pode refletir tanto os processos de
bioacumulagdo e biomagnificagdo do mercirio ao longo da cadeia alimentar quanto
particularidades ambientais associadas a regides costeiras, como maior influéncia antropica e
elevada disponibilidade de presas contaminadas (Scheuhammer et al., 2007; Wiener et al.,
2007; Lavoie et al., 2013). Além disso, a ampla movimentacao espacial dessas espécies, ainda
que predominantemente costeiras, pode diluir ou dificultar a atribui¢do direta de um local
especifico como fonte predominante de contaminagdo, uma vez que os individuos exploram
diferentes areas de alimentagdo ao longo de seus deslocamentos (Di Beneditto & Ramos, 2001;
Di Beneditto & Ramos, 2004). Deve-se também considerar que, embora o nimero amostral
seja adequado (n = 8 detectaveis para cada espécie), a variacdo geografica e temporal das
capturas pode introduzir heterogeneidade nos padrdes de exposi¢ao, o que refor¢a a importancia
de interpretar os resultados a luz da ecologia alimentar, do comportamento migratério e da
fisiologia de deteccdo e eliminagdo do Hg.

Portanto, a combinacao de baixas concentracdes relativas de MeHg quando comparadas aos
demais grupos, proporcoes reduzidas de MeHg/HgT e razdes Se:Hg elevadas sugere que os
mecanismos de detoxificacdo e desmetilacio estdo atuando de maneira eficaz nessas espécies,
ao mesmo tempo em que indica exposicao continua, porém controlada, ao Hg organico. Esses

achados reafirmam a necessidade de compreender os processos de bioacumulagdo e
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desmetilagdo em pequenos cetaceos costeiros, bem como sua relevancia para avaliagdes
ecotoxicoldgicas e para o monitoramento ambiental em regides estuarinas e costeiras

brasileiras.

4.6. Metilmercurio em animais marinhos

De forma integrada, os resultados obtidos para tartarugas marinhas, cetdceos e aves marinhas
revelam padrdes contrastantes de bioacumulacdo e especiagdo do merctrio, destacando a
complexidade dos processos ecologicos e fisioldgicos que modulam a exposi¢do ao MeHg em

organismos marinhos do Atlantico Sul.

Nas tartarugas-verdes, a baixa frequéncia de deteccdo de MeHg, aliada as elevadas razodes
molares Se:Hg, sugere um cenario de exposicdo pontual e possivelmente recente, em que
poucos individuos concentraram grande parte do Hg organico detectado, reforcando a

heterogeneidade intraespecifica e as limitagcdes do pequeno numero de detecgdes.

Em contraste, os cetdceos apresentaram concentracdes de MeHg compativeis com a literatura
(Tabela 2) e percentuais reduzidos de MeHg, refletindo a ag¢do efetiva dos mecanismos de
detoxificagdo via formacdo de HgSe, especialmente em Sotalia guianensis e Pontoporia
blainvillei, cujos resultados indicam um equilibrio fisioldgico tipico de predadores costeiros

com longa expectativa de vida e histdrico cronico de exposigao.

J& as aves marinhas exibiram o padrdo oposto: apresentaram elevadas concentragdes de MeHg
e os maiores percentuais relativos entre os grupos analisados, com todas as amostras
detectaveis, sugerindo exposicao intensa e continua, possivelmente associada a dieta piscivora,
a elevada taxa metabolica e a natureza migratoria dessas espécies, que podem atravessar regioes

com diferentes graus de contaminacao.

A marcada diferenca entre os grupos evidencia que a bioacumulagao de MeHg nao depende
apenas da posicao trofica, mas também das particularidades fisioldgicas, da ecologia espacial,
do metabolismo e da eficiéncia dos mecanismos de detoxificacao, reforcando a necessidade de
abordagens ecotoxicologicas integradas para compreender a dindmica do Hg em ambientes
marinhos.

Dietz et al. (1990) sugere que raramente as concentracdes de MeHg superam 2,0 ug/g em
animais saudaveis, gragas ao processo de desmetilagao, corroborando com resultados obtidos
em outros estudos (Julshamn et al. 1987; Wagemann et al., 1998; Lailson-Brito et al., 2012),

inclusive neste, no qual as concentragcdes médias ficaram todas abaixo desse limiar. Isso se deve,
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possivelmente, a capacidade do figado de mamiferos marinhos de manter o MeHg em baixos
niveis (Dietz ef al., 1990).

Um outro fator de extrema importancia a se considerar para a conservagao de espécies marinhas
atualmente sdo as mudangas climaticas, que alteram parametros fisico-quimicos da agua, assim
como o ciclo biogeoquimico do mercurio (Krabbenhoft & Sunderland, 2013). Estudos preveem
um aumento de 0,4 a 1°C para os proximos séculos, acrescido de um aumento de 1,7 a 4,4%
nas concentragdes de Hg disponivel para a biota (Booth & Zeller, 2005). Esse fator ¢ agravado
se considerarmos que em meios acidos e anoxicos a taxa de metilacdo ¢ ainda mais alta, urgindo
a preocupagao com relagdo a um aumento nos teores de MeHg biodisponiveis (Miranda ef al.,

2007; Kershaw & Hall, 2019).

Em conjunto, os achados deste estudo ampliam o entendimento sobre como diferentes
organismos respondem a presenca de MeHg e destacam a importancia de investigagdes
especificas por grupo taxondmico, considerando que fatores como migragao, dieta, fisiologia e
desenvolvimento podem alterar de forma substancial a forma e a intensidade da exposi¢ao ao
mercurio, além de ressaltar as espécies estudadas como importantes bioindicadores de

contaminagdo e toxicidade aquatica marinha.

4.7. Correlacao entre mercurio e selénio

Mesmo com a presenca de MeHg nos organismos marinhos, um fator adicional e
particularmente relevante para a compreensao da toxicidade do mercurio nesses animais esta
relacionado a interagdo bioquimica entre mercurio e selénio. A andlise da correlagdo entre as
concentragdes de Hg e Se permite avaliar de que forma a presenga de um elemento influencia
a do outro, fornecendo subsidios para inferir sobre a eficidcia dos mecanismos fisiologicos de
detoxificac¢do descritos na literatura, especialmente aqueles associados a desmetilagao do MeHg
e a formagao de complexos estaveis de HgSe nos tecidos, em particular no figado (Palmisano

et al., 1995; Kunito et al., 2004; Nakazawa et al., 2011; Lailson-Brito et al., 2012).

As correlagdes foram avaliadas considerando tanto o mercurio total (Hg) quanto sua fragao
metilada (MeHg), por meio de regressoes lineares simples, correlagdes paramétricas (Pearson)
e nao-paramétricas (Spearman e Kendall), complementadas por testes de diagndstico dos
modelos e representagdes graficas exploratorias.

De forma geral, observou-se que o selénio apresenta um padrdo de associacao distinto com o
mercurio total e com o metilmercurio, refletindo a natureza quimica e fisioldgica das espécies

de Hg nos organismos analisados. A relagdo entre Se e HgT apresentou coeficientes de
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determinagdo (r?) mais elevados e significativos, enquanto a relagdo entre Se e MeHg

demonstrou associacdes inexistentes, com r? variando entre 0,05 e 0,12, assim como p>0,05 nas

regressoes por espécie, como pode ser visto na Tabela 3. Em seguida, encontram-se os graficos

das correlagdes (Figuras 6-14).

Tabela 3 - Resumo estatistico obtido na regressdo linear simples realizada para cada espécie do estudo.

Espécie r> Hg—Se p-valor Hg—Se r> MeHg—Se | p-valor MeHg—Se
L. dominicanus 0,19 0,05 0,12 0,33
S. magellanicus 0,25 0,001 0,05 0,53
C. mydas 0,29 0,01 - 0,78
P. blainvillei 0,48 0,001 0,05 0,61
S. guianensis 0,49 0,001 0,08 0,50

Regressao Log Se ~ Log Hg (Chelonia mydas)
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Log Hg

Figura 6 — Regressao linear simples entre Se e Hg para a espécie C. mydas.
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Regressao Log Se ~ Log Hg (Pontoporia blainvillei)
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Figura 7 - Regressdo linear simples entre Se e Hg para a espécie P. blainvillei.

Regressao Log Se ~ Log Hg (Sotalia guianensis)
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Figura 8 — Regressdo linear simples entre Se e Hg para a espécie S. guianensis.
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Regressao Log Se ~ Log Hg (Spheniscus magellanicus)
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Figura 9 — Regressdo linear simples entre Se ¢ Hg para a espécie S. magellanicus.

Regressao Log Se ~ Log Hg (Larus dominicanus)
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Figura 10 - Regressdo linear simples entre Se e Hg para a espécie L. dominicanus.
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log10(Se)
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Regression log(Se) ~ log(MeHg) — Larus dominicanus
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Figura 11 - Regressao linear simples entre Se e MeHg para a espécie L. dominicanus.
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Figura 12 — Regressdo linear simples para a espécie S. magellanicus.

54



Regression log(Se) ~ log(MeHg) — Pontoporia blainvillei
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Figura 13 - Regressdo linear simples para a espécie P. blainvillei.
Regression log(Se) ~ log(MeHg) — Sotalia guianensis
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Figura 14 - Regressao linear simples para a espécie S. guianensis.

A andlise das correlagcdes entre Hg e Se evidencia diferencas marcantes entre os grupos
estudados quanto a relagao entre esses dois elementos. Ao observar os valores de coeficiente de
determinagdo (r?) obtidos, verifica-se que os cetaceos apresentaram os maiores valores (12 =
0,48 para Pontoporia blainvillei e R* = 0,49 para Sotalia guianensis), sugerindo a existéncia de

uma relagdo moderada entre as concentragoes de Hg e Se nesses organismos.
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Esses resultados condizem com o que ¢ amplamente documentado na literatura, a qual descreve
mecanismos eficientes de detoxificagdo em odontocetos por meio da desmetilagdo do MeHg e
da subsequente formagao de complexos estaveis de sulfeto de mercurio e selénio (HgSe) no
figado, reduzindo a biodisponibilidade e a toxicidade do mercurio acumulado nesses
organismos (Palmisano et al., 1995; Kunito et al., 2004; Nakazawa et al., 2011; Lailson-Brito
et al., 2012). A correlacdo relativamente elevada entre Hg total e Se nesses cetdceos indica,
portanto, que a acumulagdo de Hg inorganico esta, de fato, associada a disponibilidade de Se,

reforgando o papel fisioldgico desse elemento na neutralizagdo do Hg em mamiferos marinhos.

Para as demais espécies (Chelonia mydas, Larus dominicanus e Spheniscus magellanicus), os
valores de r? obtidos foram substancialmente menores, sugerindo correlacao fraca entre Hg e
Se. Essa menor for¢a da relagdo pode refletir tanto diferencas fisioldgicas nos mecanismos de
detoxificagdo quanto maior heterogeneidade individual em processos de desmetilagdo, tempos
de residéncia do Hg no figado e disponibilidade de Se. Em aves e queldnios, tais mecanismos
parecem ser mais variaveis entre individuos, o que reduz a coeréncia estatistica observada entre

as concentragoes dos elementos.

O padrao positivo observado entre Se ¢ Hg total para cetaceos indica que o Se estd envolvido
em mecanismos de detoxificacdo via formacao de HgSe (seleneto de mercurio) ou complexacao
com selenoproteinas, reduzindo a toxicidade do Hg?" e protegendo tecidos de danos oxidativos.
Tal processo ¢ amplamente reconhecido em mamiferos marinhos, em que o Se desempenha
papel essencial na neutralizacdo da fra¢do inorganica do Hg (Clarkson & Magos, 2006; Ralston

etal.,2019).

Entretanto, quando analisadas as correlacdes entre Se e MeHg, o padrdo muda de maneira
consistente em todas as espécies. Os valores de r* diminuiram consideravelmente em
comparagao a correlagcdo entre Se e Hg total, além de todos os p-valores apresentarem valores
superiores a 0,05, indicando auséncia de significancia estatistica. Esse resultado sugere que ndo
ha relagdo linear robusta entre Se e MeHg nos organismos estudados.

A interpretacdo mais plausivel para esse padrao ¢ de natureza fisiologica: a maior parte do Hg
presente nos tecidos analisados encontra-se na forma inorganica, produto da desmetilacdo do
MeHg, processo que antecede a formagao do complexo HgSe. Assim, a correlagdo observada
entre Hg total e Se reflete principalmente essa etapa posterior da detoxificagdo, na qual o Hg ja
nao se encontra mais na forma organica e passa a interagir com Se de modo mais estavel. Como

a desmetilacdo reduz a quantidade de MeHg presente e converte-o em Hg inorganico, ndo se
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espera que o MeHg remanescente apresente correlacdo significativa com Se, o que ¢

corroborado pelos resultados estatisticos.

Portanto, os padrdes observados permitem concluir que a relagao entre Se e Hg decorre
majoritariamente da interagcdo entre Se ¢ Hg inorganico resultante da desmetilagdo, e ndo da
interacdo direta com MeHg. A auséncia de correlagdo entre Se e MeHg, combinada a presenca
de correlacdo entre Se e Hg total, sugere que a relagao bioquimica entre esses elementos ocorre
preferencialmente ap6s a transformagao do MeHg dentro do organismo, refor¢ando a relevancia
dos processos metabdlicos de detoxificagdo na determinagdo das concentragdes e proporgdes

de Hg observadas nos diferentes grupos estudados.

Por fim, a diferenca entre os resultados obtidos para as correlagdes Se—-Hg e Se-MeHg reforca
a necessidade de se considerar a especiacao quimica do Hg na avaliagdo dos mecanismos de
detoxificagdo. Estudos baseados apenas em concentragdes totais podem superestimar a
associacdo direta entre Se e Hg, sem capturar as transformagdes internas que modulam a

toxicidade do metal.

4.8. Diagnostico dos pressupostos dos modelos

A validade dos modelos de regressao linear foi verificada por meio dos testes de normalidade
dos residuos (Shapiro—Wilk), homoscedasticidade (Breusch—Pagan) e independéncia (Durbin—
Watson), bem como pela inspe¢do visual dos graficos de residuos (histograma, QQ-plot e
residuais vs ajustados). Os valores obtidos para os testes estatisticos, assim como os graficos

para analise estatistica visual podem ser encontrados nos apéndices.

O p-valor para o teste de normalidade dos residuos de Shapiro-Wilk foi maior que 0,05 para
todas as espécies e juntamente aos histogramas e QQ-plots apresentaram distribui¢do normal,
com residuos bem concentrados em torno da média e sem tendéncia sistematica aparente nos
graficos de residuos versus valores ajustados.

O teste de Breusch—Pagan indicou homocedasticidade (p > 0,05), e o teste de Durbin—Watson
apresentou valores entre 1,43 e 1,95, dentro da faixa ideal para auséncia de autocorrelagdo entre
os residuos. Esses resultados demonstram que os modelos lineares ajustados atendem
satisfatoriamente aos pressupostos estatisticos, garantindo confiabilidade as regressdes

realizadas.
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4.9. Razao molar Se:Hg

Dados os conhecimentos acerca do papel do selénio na detoxificagdo do mercurio e para melhor
compreensdo desses processos nos organismos estudados e potenciais impactos do MeHg, foi
calculada a razdo molar entre esses elementos. No geral, acredita-se que a razao molar entre
selénio e mercurio seja mais importante para inferir sobre a contaminagdo de animais marinhos
do que as concentragdes de mercurio propriamente ditas (Lailson-Brito et al., 2012). Os valores
médios obtidos para cada espécie (LoglO) podem ser observados na Figura 15 e uma

comparac¢ao com estudos anteriores podem ser observados na Tabela 4.

Violin plot — Se:Hg Molar Ratio (logio scale)

logio(Se:Hg Molar Ratio)

Species

Figura 15 - Raz3o molar média observada para as espécies C. mydas, L. dominicanus, P. blainvillei, S. guianensis e S.
magellanicus. As concentragdes foram convertidas para Log10 para facilitar visualizagao.

Tabela 4 - Valor médio da razdo molar entre selénio (Se) e mercurio total (HgT), para as cinco espécies estudadas.

Se:Hg
Espécie Local n Observacoes Referéncia
(min-max)

Razdes molares Se:Hg>1

Rio Grande também foram observadas
) ) Moura et al.,
Larus dominicanus do Sul, 9 1,87 para demais aves marinhas 5018
Brasil do estudo. Todos os

individuos eram adultos.
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Se:Hg

Espécie Local n Observacoes Referéncia
(min-max)
15,82
Sudeste do +26,95
Larus dominicanus Este estudo
Brasil (1,36—
123,85)
37,76
Spheniscus Sudeste do +87,25
_ Este estudo
magellanicus Brasil (0,37-
380,46)
76,52
Sudeste do
Chelonia mydas +101,4 Este estudo
Brasil
(0,05-324)
Sdo Paulo e )
Pontoporia Kunito et al.,
Parana, 23 8,3 Alta razao molar Se:Hg
blainvillei . 2004
Brasil
Sul e ) )
Pontoporia Relagdo  linear = Se—Hg Seixas et al.,
sudeste do 31 4 o )
blainvillei . altamente significativa 2008
Brasil
Rio de Lailson-
Pontoporia Formagdo clara de HgSe;
Janeiro, 19 2,2 . Brito et al.,
blainvillei forte demetilacdo
Brasil 2012
Filhote =
40 (sendo 9 4,08-2,18
Pontoporia . filhotes, 22 Juvenil = Romero et
Argentina ]
blainvillei juvenis e 95,49 £1,94 al.,2016
adultos) Adulto =
5,62 +4,49
Rio de ]
Pontoporia Baptista et
Janeiro, 16 2,89 £1,27
blainvillei al., 2016
Brasil
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Se:Hg

Espécie Local n Observacoes Referéncia
(min-max)
Imaturos =
Rio de
Pontoporia 1,1 Se maior que Hg no figado Kehrig et al.,
Janeiro, 11
blainvillei Maduros = para ambos 0s grupos 2016
Brasil
1,1
14,37 £31,8
Pontoporia Sudeste do
20 (1,46 Este estudo
blainviilei Brasil
147,5)
Sao Paulo e
Kunito et al.,
Sotalia guianensis  Parana, 20 1,2
2004
Brasil
Rio de
Seixas et al.,
Sotalia guianensis  Janeiro, 6 2 +1
2014
Brasil
Rio de .
. Baptista et
Sotalia guianensis  Janeiro, 28 1,17 £0,81
al., 2016
Brasil
Rio de Imaturos =4
. Se maior que Hg no figado Kehrig et al.,
Sotalia guianensis  Janeiro, 14 Maduros =
) para ambos 0s grupos 2016
Brasil 2,8
Aqui a razdo calculada foi
Rio de Hg:Se, implicando,
Razao Manhdes et
Sotalia guianensis  Janeiro, 81 portanto, que todo o Se esta
Hg:Se>1 al., 2021
Brasil sendo complexado em
HgSe.
4,7+4,92
Sudeste do
Sotalia guianensis 19 (0,03~ Este estudo
Brasil
17,91)

Valores da razdo molar Se:Hg para as espécies Larus dominicanus, Spheniscus magellanicus, Chelonia mydas,
Pontoporia blainvillei e Sotalia guianensis. Todas as amostras da tabela sdo de figado. Desvio-padrdo (+SD)

calculado como desvio-padrdo amostral (n-1).
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De modo geral, a razdo Se:Hg apresenta-se como indicador bioquimico mais robusto e
fisiologicamente significativo do que a simples correlagcdo entre Se e MeHg, pois representa o
balango efetivo entre o metal toxico e o elemento protetor. Os valores consistentemente acima
de 1 indicam que todas as espécies estudadas dispdem de reservas de Se suficientes para
promover a detoxificagdo do MeHg, ainda que em graus variados de eficiéncia.

Segundo Ikemoto (2004), a razdo Se:Hg ¢ proxima a 1:1 apenas quando as concentragdes
hepaticas de Hg sdo maiores que 200 pg g ' (d.w.). Os valores observados por Seixas ef al.,
(2008) corroboram com a teoria, tendo em vista que a concentragdo maxima obtida para a
toninha foi de 51,65 pg g ' d.w. Igualmente, os valores observados para os cetdceos neste
estudo ndo ultrapassaram tal limiar (HgT = 7,18 pgg ' d.w. para P. blainvillei e 78,82
ug g ! d.w. para S. guianensis), correspondendo a razdes Se:Hg maiores que 1 (14,37 para P,
blainvillei e 4,7 para S. guianensis).

A auséncia de correlacdo estatisticamente significativa entre as concentragdes de selénio e
metilmercurio, associada a presenca de correlagdes positivas entre selénio e mercurio total,
reforca a interpretagdo de que o papel protetor do selénio nao se exerce diretamente sobre o
metilmercurio ingerido, mas sim sobre o mercurio inorganico resultante de processos de
desmetilagdo que ocorrem no organismo, possivelmente no proprio figado. Assim, a razdo
molar Se:Hg reflete predominantemente a capacidade do organismo de lidar com o mercurio ja
transformado metabolicamente, € nio um mecanismo de neutralizagao direta do metilmercurio

circulante.

4.10. Evidéncias mecanisticas recentes (formacao / detec¢ao de HgSe)

Trabalhos de toxicologia e andlises microestruturais confirmam a presen¢a de agregados ou
microparticulas de HgSe em tecidos de mamiferos marinhos, com imagens ao nivel
microscopico e caracterizagdo por técnicas instrumentais (SEM/TEM, EDS), refor¢cando o
papel do Se na imobilizacao do Hg inorganico (Ewald et al., 2019; Hellfeld et al., 2024). Estes
achados experimentais sustentam a interpretacdo de que razdes Se:Hg altas e correlagdes Se—
Hg(total) fortes podem refletir processos de detoxificacdo efetivos. Esses estudos ndo apenas
descrevem o fendmeno, mas também apontam que a morfologia e distribui¢do do HgSe podem

variar entre 6rgaos e espécies, o que exige cuidados ao extrapolar a partir de um unico tecido.
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4.11. Analise dos subgrupos Sexo, Idade e Local

A andlise dos subgrupos formados por sexo, faixa etaria e local de ocorréncia ndo pode ser
conduzida estatisticamente devido ao reduzido nimero de individuos em cada categoria, o que
comprometeria a robustez dos testes e aumentaria substancialmente o risco de erros. Ainda
assim, algumas observagdes descritivas podem ser feitas, permitindo uma interpretacao
preliminar dos padrdes de distribuicdo de MeHg e das razdes molares Se:Hg entre os grupos

biologicos avaliados.

No subgrupo referente ao sexo, nenhuma espécie apresentou variacdo consideravel entre
machos e fémeas, de modo a ndo se observar tendéncia consistente de maior bioacumulagao de
MeHg em um dos sexos. De forma semelhante, ndo foram encontradas diferencas aparentes nas
razdes molares Se:Hg entre machos e fémeas em nenhuma das espécies analisadas. Esse padrao
sugere que, no contexto das amostras disponiveis, o sexo ndo desempenha papel determinante

na dindmica de bioacumulagdo de Hg ou nos processos de detoxificagdo associados ao Se.

Embora diferengas sexuais na bioacumulagdo possam ocorrer em algumas espécies devido a
estratégias reprodutivas, variagdo metabdlica ou transferéncia de Hg para filhotes, tais
processos nao foram evidentes no conjunto amostral deste estudo. Isso corrobora com o
observado por estudos anteriores, onde normalmente mamiferos marinhos ndo apresentam
diferengas de género quanto a acumulacdo de elementos traco, conforme observado para P.
blainvillei das costas sul e sudeste brasileiras (Kunito et al., 2004; Seixas et al., 2007) e da costa

da provincia de Buenos Aires, Argentina (Gerpe et al., 2002).

Quanto ao subgrupo relacionado a idade, observou-se que a maior parte dos individuos de
Pontoporia blainvillei eram adultos, com apenas poucos juvenis ou filhotes representados,
dificultando comparacdes mais detalhadas entre classes etarias. Alguns autores sugerem que a
taxa de desmetilacdo decaia durante o envelhecimento de mamiferos marinhos (Wagemann et
al., 1998), ja outros, que essa taxa se mantém ativa em botos-cinza em idades mais avangadas
(Lailson-Brito et al., 2012). Em Larus dominicanus, houve melhor distribui¢do entre juvenis e
adultos, porém sem diferengas visiveis nas concentracdes de MeHg ou nas razdes molares
Se:Hg. Para Sotalia guianensis, as amostras eram compostas principalmente por adultos, o que
pode refletir no baixo %MeHg encontrado por conta do maior tempo para desmetilacdo pelo
organismo, ao passo que Chelonia mydas e Spheniscus magellanicus apresentaram

exclusivamente individuos juvenis.

Esses padrdes etarios limitam a inferéncia sobre bioacumulagdo ao longo da vida, mas ndo

impedem reflexdes importantes: a auséncia de diferengas claras entre juvenis e adultos nas
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espécies em que ambos os grupos estavam representados sugere que a taxa de incorporagdo de
MeHg pode ser mais influenciada por fatores ambientais e ecologicos (como dieta e area de
forrageamento) do que pelo tempo de vida ou estagio de desenvolvimento. Além disso, o fato
de S. magellanicus e C. mydas apresentarem concentracoes de MeHg detectaveis mesmo sendo
juvenis indica exposi¢do precoce a fontes relevantes de MeHg, o que reforca a importancia de

areas especificas de alimentagao utilizadas durante a fase inicial de vida.

No subgrupo referente ao local de ocorréncia, observou-se que todas as espécies exibiram
individuos com razdes molares Se:Hg elevadas no estado de Sao Paulo, com Larus dominicanus
apresentando também valores altos no Rio de Janeiro e Santa Catarina. Entretanto, a
interpretagdo desses padroes espaciais deve ser feita com cautela, uma vez que se tratam de
espécies costeiras com ampla mobilidade, como S. guianensis e P. blainvillei, ou mesmo

espécies altamente migratérias, como L. dominicanus, S. magellanicus e C. mydas.

Dessa forma, o local de encalhe ou coleta nem sempre representa o local efetivo de exposigao
ao contaminante, podendo refletir apenas o ponto final de um trajeto alimentado por diferentes
areas de forrageamento. Além disso, diferengas regionais podem estar relacionadas ndo somente
a contaminacdo local, mas também a composi¢do das presas disponiveis, ao uso de areas
especificas de alimentacdo e as caracteristicas oceanograficas regionais, como ressurgéncia,

produtividade primaria e aporte de nutrientes ou contaminantes.

Em conjunto, a analise descritiva dos subgrupos sugere que variaveis como sexo € idade nao
aparentam exercer influéncia determinante sobre a bioacumulacdo de MeHg ou sobre as
relacdes Se:Hg nos individuos estudados, ao passo que o local apresenta padrdes que devem
ser interpretados conforme a ecologia espacial de cada tdxon. Esses resultados reforcam que a
dindmica de contaminacdo por MeHg em organismos marinhos ¢ fortemente modulada por
fatores ecologicos e comportamentais, como dieta, amplitude de movimento e uso de habitat, e
que inferéncias mais conclusivas sobre diferengas entre subgrupos requerem amostragens

maiores e espacialmente mais controladas.

4.12. Presenca de um pico cromatografico adicional nao identificado

Durante as andlises cromatograficas para a especiagdo de mercurio, foi observado, além dos
picos correspondentes ao metilmercuirio e ao mercurio inorganico, um terceiro pico recorrente,
com tempo de retencdo distinto dos padrdes analiticos utilizados, cuja identidade ndo pdde ser

determinada nas condigdes experimentais empregadas. A auséncia de um padrdo analitico
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especifico impossibilitou a identificacdo inequivoca dessa espécie, motivo pelo qual o pico ndo
foi quantificado nem incluido nos céalculos de concentracao.

A ocorréncia de picos adicionais em analises de especiacdo de mercurio ja foi reportada na
literatura e pode estar associada a presenca de outras espécies organomercuriais além do
metilmercurio, bem como a compostos intermediarios formados durante processos metabdlicos
e ambientais de transformagao do Hg (Bloom, 1989; Hintelmann, 2010). Em tecidos biolégicos,
especialmente no figado, esses sinais adicionais podem refletir produtos intermediarios da
desmetilagao do MeHg ou espécies de Hg ligadas a biomoléculas enddgenas, como compostos
sulfurados (Palmisano et al., 1995; Ikemoto et al., 2004).

Além disso, interferéncias de matriz ¢ fendmenos de coeluicdo sdo reconhecidos como
limitagdes comuns em andlises cromatograficas de tecidos ricos em proteinas e lipidios,
podendo resultar no surgimento de picos ndo resolvidos ou outros compostos de mercurio
(Tseng et al. 1999; Favilli et al., 2022). Considerando o uso de cisteina como agente
complexante e estabilizante durante o preparo das amostras, ¢ plausivel que o pico adicional
esteja relacionado a formacdo de complexos merclrio—tiol, os quais apresentam
comportamento cromatografico distinto do MeHg e do Hg?* livre, conforme ja descrito para

sistemas bioldgicos e experimentais (Feroci ef al., 2005; Hintelmann, 2010).

Alternativamente, esse pico pode estar associado a espécies intermediarias relacionadas aos
mecanismos de detoxificagdo do mercurio, particularmente aqueles envolvendo a interagao
entre Hg e selénio no figado, processo amplamente descrito para mamiferos marinhos e aves,
no qual ocorre a conversao do Hg em formas menos biodisponiveis, como o HgSe (Ikemoto et
al., 2004; Lailson-Brito et al., 2012). Embora esses compostos apresentem baixa solubilidade
e reatividade, sua presenca pode influenciar o perfil cromatografico observado, especialmente

em analises de especiagdo que dependem de extragdo quimica seletiva.

A observacao desse pico cromatografico adicional ressalta as limitagdes inerentes aos métodos
de especiacdo baseados exclusivamente em padrdes analiticos disponiveis e reforca a
necessidade de estudos futuros empregando técnicas complementares, como cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (HPLC—-ICP-
MS) ou abordagens de alta resolugdo, para a elucidacao da natureza quimica dessas espécies de

mercurio ainda ndo caracterizadas.
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4.13. Interpretacao ecologica e toxicoldgica integrada

Os resultados obtidos revelam um panorama complexo sobre a dindmica do mercurio ¢ do
selénio em vertebrados aquaticos. A auséncia de correlagdo entre Se e MeHg, contrastando com
a correlagao positiva entre Se e HgT, indica que o Se atua como mediador de processos de
detoxificagdo secundarios, possivelmente apos a desmetilagdo do MeHg. Embora a razao Se:
Hg apresente grande variabilidade intraespecifica, o padrao geral sugere que o Se presente nos
tecidos ¢ suficiente para complexar parte significativa do Hg, mesmo quando o MeHg
representa uma fragao expressiva do metal.

De forma geral, os resultados indicam que a interagdo Se—Hg ¢ multifatorial, podendo ser
influenciada pela ecologia alimentar, idade, caminho migratério e metabolismo. O Se atuaria,
portanto, principalmente na detoxificagdo direta, pela formag¢do de compostos de HgSe,
desempenhando papel central na mitigagdo dos efeitos toxicos do mercurio em vertebrados

marinhos.

Além disso, a predominancia de razdes Se:Hg > 1 em todas as espécies estudadas sugere que,
mesmo em organismos expostos a niveis relativamente altos de MeHg, ha reserva bioquimica
de Se suficiente para mitigar os efeitos toxicos. Essa relagdo quantitativa entre ambos ¢é
considerada mais preditiva de toxicidade do que as concentragdes absolutas (Ralston et al.,

2019).

Assim sendo, ainda que as correlagdes lineares sejam fracas, os dados obtidos ndo invalidam a
importancia fisiologica do selénio na regula¢do do metilmercurio. Pelo contrario, reforcam a
ideia de que a auséncia de correlacdo direta reflete a dindmica complexa da especiagdo e da
detoxificacdo, onde o Se participa mais ativamente na retencdo do Hg inorganico resultante da

biotransforma¢do do MeHg.

4.13.1.Discernimentos acerca de mercurio e a produg¢do de petroleo

A Bacia de Santos ¢ uma das regides mais ativas em termos de exploragdo e producao de
petroleo e gas no Brasil, concentrando grande parte das operagdes do pré-sal em ambiente
offshore. Nesse contexto, os resultados obtidos neste estudo devem ser interpretados de acordo
com o crescente corpo de evidéncias que relacionam a presenca de Hg em organismos marinhos
com processos associados a industria de 6leo e gas (Hohemberger et al., 2006; Lacerda et al.,

2007, Paton et al., 2025).
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Paton et al. (2025) demonstraram que dutos de ago carbono utilizados no transporte de petréleo
e gas podem acumular Hg em quantidades significativamente altas ao longo de meses ou anos,
mesmo na auséncia de corrosdo visivel. A cinética de deposicdo observada pelos autores
evidencia que concentragdes superiores a 0,001 g Hg-m™ podem ser atingidas em apenas alguns
meses, chegando a valores proximos de 0,8 g Hg-m™ ap6s 36 meses de exposicao ao Hg®. Esses
achados revelam que a infraestrutura offshore atua como um reservatorio de Hg, cuja liberacao
pode ocorrer durante operacdes de manutencgao, intervencoes técnicas ou especialmente durante

o descomissionamento de estruturas.

Outro aspecto critico levantado por Paton et al. (2025) refere-se a influéncia do H.S, gés comum
em fluxos de petroleo e gas, sobre a especiacdo do Hg depositado nos dutos. A presenca de H2S
reduz a fracdo de Hg mais soluvel e facilmente mobilizdvel, favorecendo a formacdo de
compostos menos biodisponiveis, como sulfetos de mercurio (HgS). Ainda assim, cerca de 15%
do Hg acumulado permaneceu mobilizdvel em 4agua do mar, indicando que, mesmo em
condi¢des de transformacao quimica que reduzam a toxicidade imediata, parte do Hg pode ser
liberado e entrar na cadeia alimentar marinha. Isso ¢ particularmente relevante para a Bacia de
Santos, uma vez que a regido abriga intensa atividade petrolifera e populacdes de organismos
costeiros e pelagicos que se deslocam amplamente entre areas produtivas, estuarinas e
oceanicas.

Os organismos analisados neste estudo utilizam a Bacia de Santos como area de alimentagdo,
reprodugdo, passagem ou migracao. A presenca de MeHg detectavel em praticamente todas as
espécies, ainda que com intensidades diferentes, reflete processos de biomagnificagdo, mas
pode também refletir a contribuigdo antropica associada as atividades de petroleo na regido. A
liberacao continua ou episddica de Hg mobilizavel a partir de dutos, aliada a possiveis descargas
residuais e ao transporte atmosférico de Hg associado a queima de gas ou ao refino, cria um
cenario no qual organismos de diferentes niveis tréficos podem ser expostos ao Hg tanto de
fontes naturais quanto industriais.

A heterogeneidade observada nas concentragdes de MeHg e nas razdes molares Se:Hg entre
espécies e individuos pode, portanto, ser interpretada também sob o prisma da exposicao
ambiental diferenciada, possivelmente associada a proximidade de areas de produgdo de
petrdleo. Aves e cetaceos, que apresentam maior mobilidade e abrangéncia espacial, podem
interceptar areas mais contaminadas ou regides de hidrodinamica favoravel a dispersao de Hg.

Tartarugas, especialmente juvenis, podem ser afetadas por hotspots localizados de
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contaminagdo, inclusive em zonas costeiras onde residuos de atividades offshore podem se

depositar.

Dessa forma, embora os resultados deste estudo nao permitam atribuir de forma direta a origem
do Hg detectado a exploragdo petrolifera, a literatura recente demonstra que a infraestrutura
offshore constitui um reservatorio significativo de Hg capaz de contribuir para a contaminacao
marinha (Paton et al., 2025). Isso reforca a necessidade de monitoramento continuo em regides
de exploragao e producdo, especialmente em areas de influéncia da Bacia de Santos, onde o
risco de liberacao de Hg a partir de dutos e estruturas metalicas € concreto e pode afetar espécies
localizadas em diferentes niveis troficos. Assim, os padrdes observados neste estudo devem ser
compreendidos dentro de um contexto ambiental que inclui tanto processos naturais quanto
fontes antrépicas associadas a industria petrolifera, destacando a importancia de avaliagdes
integradas para a compreensdo da ciclagem do Hg em ambientes marinhos altamente

antropizados.

4.13.2.Sugestoes de aplicagoes e trabalhos futuros

Apesar dos avancos obtidos neste trabalho, algumas lacunas ainda permanecem e abrem espago
para investigacdes futuras. A primeira delas diz respeito a especiacdo quimica detalhada das
diferentes formas de selénio e mercurio presentes nos tecidos analisados. Embora este estudo
tenha abordado a relacdo entre as concentracdes totais e as fragdes metiladas de Hg, a
caracterizagdo das espécies moleculares (como Se organico, Se inorganico, Hg?* e HgSe)
permitiria compreender de forma mais precisa os mecanismos de complexagao e imobilizagao
do mercurio em vertebrados marinhos.

Outra lacuna importante ¢ a auséncia de informacdes sobre isotopos estaveis de carbono e
nitrogénio (8"*C e §'°N), que poderiam esclarecer o papel da dieta e da posi¢do trofica na
variacao das razdes Se:Hg entre espécies e individuos. A inclusdo dessas variaveis ecologicas,
associadas a modelos estatisticos multivariados, pode elucidar de que forma os fatores
biologicos e ambientais modulam a bioacumulagdo e a detoxificacdo do mercurio.

Também se destaca a necessidade de estudos espaciais e temporais de maior abrangéncia,
considerando a natureza migratoria de parte das espécies analisadas. Tais analises poderiam
revelar possiveis gradientes de contaminacao e permitir inferir a influéncia de fontes antropicas

regionais. Além disso, estudos quanto a contribui¢do da indlstria do petroleo para emissdo de
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Hg na regido, seja pela degradag@o de dutos ou outras fontes, também sdo de extrema relevancia
para enderecar as fontes dessa contaminagao.

Por fim, recomenda-se a aplicacdo de técnicas de microscopia eletronica e mapeamento
elementar para verificar diretamente a formacao de particulas de HgSe nos tecidos hepaticos,
confirmando experimentalmente o mecanismo de detoxificagdo proposto. Esses avangos
integrariam evidéncias quimicas, morfologicas e ecologicas, fortalecendo o entendimento da
dinamica Se-Hg—MeHg em ecossistemas marinhos e consolidando o presente estudo como uma
base para futuras investigagdes em ecotoxicologia comparada.

Em suma, os resultados concordam com os padrdes gerais relatados na literatura: (i) razdes
Se:Hg consistentemente > 1, (ii) dissociagdo entre Se—Hg(total) e Se-MeHg devido a
demetilagdo e subsequente formagao de HgSe, e (iii) elevada variabilidade individual que exige
cautela na interpretagdo exclusivamente por médias. Ao mesmo tempo, o estudo oferece
contribui¢des originais, especialmente sobre Larus dominicanus, mas também para Spheniscus
magellanicus e Chelonia mydas, ao documentar detec¢do de altas concentracdes MeHg
concomitante a razdes Se:Hg que indicam contaminagao por metilmercurio, mas ainda deixam
lacunas quanto a real existéncia do mecanismo de detoxificacdo para os grupos, um achado que

merece investigacdo complementar por especiacdo e caracterizacdo microestrutural.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam a complexidade dos processos de
bioacumulagdo, especiagdo e detoxificagdo do mercurio em diferentes grupos de vertebrados
marinhos do Atlantico Sul, destacando como fatores ecoldgicos, fisioldgicos e ambientais
interagem para moldar os padrdes observados de Hg total (HgT), metilmerctirio (MeHg) e
selénio (Se). A andlise integrada de tartarugas-verdes (Chelonia mydas), cetaceos (Pontoporia
blainvillei e Sotalia guianensis) e aves marinhas (Larus dominicanus e Spheniscus
magellanicus) demonstrou que cada grupo responde de maneira distinta a exposi¢ao ao Hg,
evidenciando que a dinamica desse metal nos ecossistemas marinhos depende nao apenas da
posicdo trofica, mas também da fisiologia, da ecologia espacial e da capacidade de

detoxificagdo das espécies.

Nas tartarugas-verdes, observou-se baixa frequéncia de deteccdo de MeHg e resultados que
apontam para grande heterogeneidade intraespecifica, possivelmente associada a exposi¢do
pontual, diferencas individuais no uso do habitat ou caracteristicas proprias do estagio juvenil.
Apesar de poucas amostras apresentarem MeHg quantificavel, aquelas que apresentaram
revelaram concentracdes relativamente elevadas, sugerindo episodios localizados de maior
exposicao. A alta razdo Se:Hg encontrada reforca a ideia de que processos de desmetilacdo e
formagdo de HgSe podem estar atuando de maneira eficiente, ainda que ndo uniforme entre

individuos.

Os cetaceos analisados apresentaram padrdes contrastantes, com concentragdes de HgT
compativeis com a literatura e percentuais reduzidos de MeHg, fortemente indicativos de
desmetilagdo hepatica e subsequente complexagdo com selénio. As correlagdes mais altas entre
Hg e Se, quando comparadas aos demais grupos, refor¢am a robustez dos mecanismos de
detoxifica¢do conhecidos para odontocetos. Os valores de 1> observados sugerem que a relacao
entre Se e Hg ¢ mais consistente nos cetaceos, refletindo processos metabolicos melhor

estabelecidos para lidar com a exposi¢ao cronica ao Hg em predadores de longa longevidade.

As aves marinhas, por sua vez, exibiram os maiores valores de MeHg, tanto em termos
absolutos quanto relativos ao HgT, com 100% das amostras apresentando MeHg quantificavel.
Esse padrdo ¢ compativel com a dieta piscivora e com a alta taxa metabdlica dessas espécies,
mas também surpreende diante da magnitude dos valores observados, especialmente para o
pinguim-de-magalhdes. A alta amplitude intraespecifica de %MeHg sugere forte variacao

individual na exposicao, possivelmente relacionada a diferengas no forrageamento durante rotas

69



migratorias. As razdes molares Se:Hg elevadas encontradas para ambas as espécies indicam
disponibilidade de Se suficiente para complexagdo, mas nao impediram a reten¢do de MeHg
em niveis significativos, sinalizando que a taxa de entrada de MeHg por meio da dieta pode

superar parcialmente a capacidade de detoxificacao.

A analise dos subgrupos (sexo, idade e local) ndo revelou padrdes claros que expliquem as
variacoes observadas, em parte devido ao tamanho amostral reduzido, mas também porque tais
variaveis parecem exercer influéncia menor do que fatores ecologicos, dietéticos e fisiologicos.
Diferencas troficas, estratégias de forrageamento, ciclos de vida e rotas de migragao parecem
desempenhar papel mais determinante na exposicdo ao MeHg do que sexo ou faixa etéria
isoladamente. Do mesmo modo, a interpretagao espacial dos dados ¢ limitada pela ampla
mobilidade das espécies analisadas, que dificulta a atribuicdo da contaminagdo ao local de

encalhe ou captura.

Os resultados indicam que o selénio ndo exerce efeito protetor direto sobre o metilmerctrio,
mas desempenha papel central na detoxificacdo do mercario apés sua desmetilacio no
organismo, especialmente no figado, evidenciado pelas correlagdes observadas entre Hg total e

Se e pela auséncia de correlagdo entre Se e MeHg.

Por fim, ao relacionar esses resultados com a area de estudo, a Bacia de Santos, € com as
atividades de exploracao e produgdo de petrdleo que ocorrem intensamente na regido, observa-
se que a presenca de Hg na biota marinha pode refletir tanto processos naturais de
biomagnificacdo quanto fontes antrdpicas associadas a industria offshore. Estudos recentes,
como o de Paton ef al. (2025), demonstram que dutos e infraestrutura de ago carbono utilizados
pela industria petrolifera podem acumular quantidades substanciais de Hg ao longo do tempo e
liberar fragdes mobilizaveis no ambiente marinho, mesmo na auséncia de corrosdo. Esses
achados reforcam a necessidade de considerar a influéncia potencial das atividades petroliferas
sobre os niveis de Hg em organismos costeiros e migratorios, especialmente em regides

altamente antropizadas como a Bacia de Santos.

Em sintese, este estudo contribui para o entendimento da distribui¢cdo e das formas quimicas do
Hg em diferentes tdxons marinhos, destacando que os processos de bioacumulacdo e
detoxificagdo sdao especificos a cada grupo e dependem de fatores ecologicos e fisiologicos
complexos. Os resultados obtidos demonstram a importancia de analises integradas que
considerem tanto caracteristicas individuais das espécies quanto fatores ambientais e antropicos
mais amplos, refor¢cando a relevancia do monitoramento continuo da contamina¢ao por Hg na

costa brasileira, particularmente em areas com intensa atividade industrial e petrolifera. Essa
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abordagem integrada ¢ essencial para a gestdo ambiental, para a avaliagdo de riscos a fauna
marinha e para o aprimoramento de politicas de conserva¢ao e mitigacdo dos impactos da

contaminagdo por mercurio no ambiente marinho.
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APENDICE

Tabela 5 - Concentragdes dos reagentes utilizados para condigdes de operacdo otimizadas para determinacdo do teor de MeHg

nas amostras.

Reagente Concentracio
Br™ (na forma de KBr) 0,075 mol/L
BrOs™ (na forma de KBrQOs) 0,015 mol/L
HCl 3,5 mol/L
NaOH 0,5% (m/v)
NaBH4 0,05 mol/L
N2H4 (na forma de N2H4*H2S04) 0,1 mol/L
L-Cisteina (para fase mével) 0,005 mmol/L

Tabela 6 — Condicdes instrumentais utilizadas para a determinagdo de MeHg por HPLC—CV-AFS.

Parametro

Condicao aplicada

Observacoes

Fluxo da fase moével (A) —

Cisteina 5 mmol/L

Fluxo da fase mével (B) —

95% MeOH + 5% A

Perfil de gradiente

Tempo de reequilibrio da

coluna

Volume de injecao

Coluna analitica

Tempo de reteng¢iao — Hg*

Tempo de retencdo — MeHg

1,0 mL min™!

1,0 mL min™!

0-2,5 min: 100% A; 2,5-5,0
min: 75% B; >6 min limpeza
com 100% B

6 min

50 uL
C18 Phenomenex, 250 x 4,6
mm, 5 pm
~4,0 min

~6,5 min

Fase inicial; utilizada nos

primeiros 2,5 min

Introduzida gradualmente

no gradiente de elui¢ao

Gradiente otimizado em

laboratorio

Até estabilizagao de

pressdo e linha de base

Loop fixo Rheodyne

Fase reversa
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Terceira espécie (pico ~13 min Provavel espécie organica

desconhecido) adicional (ex.: EtHg ou
PhHg)
Reagente oxidante 1,0 mL min™ Proporgao 5:1
(KBr/KBrOs)
Acido cloridrico (HCI) 1,0 mL min™ Geragdo de Br:
Redutor 0,8 mL min™ Produz Hg® para detecgao
(NaBH+/N:H+/NaOH)
Gas de arraste Argonio — fluxo ajustado pelo  Transporte do Hg® para o
AFS detector
Limpeza da coluna 6 min com 100% solugdo B Remogdo de compostos

fortemente retidos

Limpeza do sistema poés- 30 min MeOH 95% Minimizagdo de memoria

analise de Hg

Tabela 7 — Resultado do p-valor para o teste de Shapiro-Wilk para andlise da correlagdo entre Se e Hg nas diferentes espécies,
onde todas sdo > 0,05, indicando normalidade na distribui¢ao dos dados.

Espécie p-valor (Shapiro-Wilk)
L. dominicanus 0,082
S. magellanicus 0,634
C. mydas 0,524
P, blainvillei 0,283
S. guianensis 0,310

Tabela 8 — Valores de p obtidos para o teste de homoscedasticidade de Breusch-Pagan e para o teste de Durbin-Watson para as
correlagdes entre Se e Hg das diferentes espécies.

Espécie Breusch-Pagan p-valor Durbin-Watson
L. dominicanus 0,115 1,428
S. magellanicus 0,939 1,948

C. mydas 0,847 1,711
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P. blainvillei

0,267

1,229

S. guianensis 0,692 1,582
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Figura 16 - Histograma, QQ-Plot e comparagao residuos vs ajustados para as amostras de C. mydas.
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Figura 17 - Histograma, QQ-Plot e comparagio residuos vs ajustados para as amostras de P. blainvillei.
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Figura 18 - Histograma, QQ-Plot e comparacio residuos vs ajustados para as amostras de S. guianensis.
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Figura 19 - Histograma, QQ-Plot e comparagao residuos vs ajustados para as amostras de S. magellanicus.
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&9



	71adc6f42001e51993f91eb13f396d7bf100133f2c0fb1c7ad4d269ef2e98ccc.pdf
	71adc6f42001e51993f91eb13f396d7bf100133f2c0fb1c7ad4d269ef2e98ccc.pdf
	71adc6f42001e51993f91eb13f396d7bf100133f2c0fb1c7ad4d269ef2e98ccc.pdf
	71adc6f42001e51993f91eb13f396d7bf100133f2c0fb1c7ad4d269ef2e98ccc.pdf
	71adc6f42001e51993f91eb13f396d7bf100133f2c0fb1c7ad4d269ef2e98ccc.pdf
	71adc6f42001e51993f91eb13f396d7bf100133f2c0fb1c7ad4d269ef2e98ccc.pdf
	1. INTRODUÇÃO
	1.1. Referencial teórico
	2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA
	2.1. Justificativa
	2.2. Objetivos gerais
	2.3. Objetivo específicos

	3. MATERIAL E MÉTODOS
	3.1. Área de estudo
	3.2. Coleta, conservação das amostras e técnicas analíticas
	3.4. Métodos para análise e quantificação de mercúrio total (HgT)
	3.5. Métodos para análise e quantificação de selênio (Se)
	3.6. Métodos para análise e quantificação de metilmercúrio (MeHg)
	3.6.1. Reagentes, materiais e condições de armazenamento
	3.6.2. Preparo de amostra — procedimentos e justificativas
	3.6.3. Arranjo analítico e justificativa metodológica
	3.6.4. Verificação de artefatos e controle de qualidade analítica
	3.6.5. Tratamento de dados abaixo do limite de detecção
	3.6.6. Tratamento estatístico e integração com dados de Se e Hg total
	3.6.7. Considerações sobre aplicações e limitações


	4. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	4.1. Quantificação de mercúrio total e selênio
	4.2. Quantificação de metilmercúrio
	4.3. Metilmercúrio no gaivotão (Larus dominicanus) e no pinguim-de-magalhães (Spheniscus magellanicus)
	4.4. Metilmercúrio na tartaruga-verde (Chelonia mydas)
	4.5. Metilmercúrio na toninha (Pontoporia blainvillei) e no boto-cinza (Sotalia guianensis)
	4.6. Metilmercúrio em animais marinhos
	4.7. Correlação entre mercúrio e selênio
	4.8. Diagnóstico dos pressupostos dos modelos
	4.9. Razão molar Se:Hg
	4.10. Evidências mecanísticas recentes (formação / detecção de HgSe)
	4.11. Análise dos subgrupos Sexo, Idade e Local
	4.12. Presença de um pico cromatográfico adicional não identificado
	4.13. Interpretação ecológica e toxicológica integrada
	4.13.1. Discernimentos acerca de mercúrio e a produção de petróleo
	4.13.2. Sugestões de aplicações e trabalhos futuros


	5. CONSIDERAÇÕES FINAIS
	REFERÊNCIAS
	APÊNDICE


