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Metade de mim, agora é assim

De um lado a poesia, o verbo, a saudade

Do outro a luta, a for¢ca e a coragem pra chegar ao fim
E o fim é belo e incerto... Depende de como vocé vé

O novo, o credo, a fé que vocé deposita em vocé e so!

O Teatro Mdgico



Resumo

Atualmente, os organismos aquaticos, incluindo os mamiferos marinhos, estdo continuamente
sendo expostos a diversos contaminantes quimicos, desta forma, efeitos adversos podem
surgir como resposta aos diferentes mecanismos de toxicidade destes produtos. Este trabalho
avaliou a concentracdo de metais pesados em sangue de peixes-bois marinhos cativos nos
estados de Pernambuco, Alagoas e Paraiba, bem como analisou possiveis efeitos deletérios a
salde dos animais envolvidos, através de avaliacdo de biomarcadores bioquimicos,
hematoldgicos e comportamentais. Os animais cativos em ambiente natural na Paraiba
apresentaram valores de Aluminio, Estanho e Chumbo significativamente maiores do que 0s
encontrados em outras regides (Alagoas e llha de Itamaraca-PE) e maiores ainda do que 0s
reportados na literatura para sangue de peixes-bois da Fl6rida/EUA e para outros mamiferos
marinhos. Destes, o estanho merece ser avaliado em maior detalhe para a sua efetiva
potencialidade de gerar imunotoxicidade nas concentracdes detectadas. A enzima
butirilcolinesterase (BChE) de animais na Paraiba e Alagoas apresentou-se inibida em relacéo
a Itamaraca-PE. A inibicdo da BChE esta diretamente ligada a exposicdo a inseticidas da
classe dos organofosforados e carbamatos, sugerindo uma possivel exposi¢do destes animais a
estes compostos. Os parametros hematoldgicos, dosagem de hemoglobina, hemacias,
hematdcrito, leucdcitos, entre outros, ndo apresentaram variacao correlacionada com a taxa de
contaminacdo por metais pesados no sangue. Foi evidenciada uma frequéncia maior de
comportamentos estereotipados, como nata¢ao em circulos e movimentos de “vai e vem”, nos
animais mantidos no cativeiro de Pernambuco comparados aos animais matidos em Alagoas e
Paraiba. A maior concentracdo de alguns metais e a inibicdo da BChE nos animais mantidos
no cativeiro da Paraiba sugerem uma avaliacdo mais detalhada da qualidade ambiental desta
area estudada, pois apesar de possuir beleza cénica e ocorréncia natural desta espécie é
circundada por uma é&rea antropizada com atividades de plantacdo de cana de agucar,

carcinocultura e falta de saneamento publico.



Abstract

Currently, aguatic organisms, including marine mammals, are continuously being exposed to
various chemical contaminants, thus, adverse effects may arise as a response to the different
mechanisms of toxicity of these products. This study evaluated the concentration of heavy
metals in the blood of captive marine manatees in the states of Pernambuco, Alagoas and
Paraiba, and examined the possible harmful effects to the health of the animals involved,
through assessment of biochemical, hematological and behavioral biomarkers. Captive
animals in Paraiba had values of aluminium, tin and lead significantly higher than those found
in other regions (Alagoas and Pernambuco) and even higher than those reported in the
literature for the blood of manatees of Florida, USA and other marine mammals. Tin should
be evaluated further for its effective potencial to cause immunotoxicity at the blood
concentrations detected. The enzyme butyrylcholinesterase (BChE) of animals kept in Paraiba
and Alagoas was inhibited compared to Itamaracd, Pernambuco. The inhibition of BChE is
directly linked to exposure to this class of insecticides. Hematologic parameters did not show
variation correlated with heavy metal concentrations measured in blood. A higher frequency
of stereotypical behaviors like swimming in circles was found in animals kept in Pernambuco
compared to animals from Paraiba and Alagoas. The higher concentration of metals like tin
and the inhibition of BChE in animals kept in Paraiba captivity suggest that a more detailed
assessment of the environmental quality of this area, because despite having scenic beauty
and natural occurrence of this species, it is surrounded by a developed area with sugarcane

plantation, shrimp culture and lack of public sanitation.
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1.Introducao

1.1 Sirénios

Dentre o grupo dos mamiferos aquaticos podemos destacar alguns animais que
apresentam como caracteristicas principais, a herbivoria, baixa taxa reprodutiva e vida longa,
sendo estes representados pelos peixes-bois e dugongos que constituem a ordem Sirenia
(BEST, 1982; REYNOLDS; ODELL, 1991). Esta ordem € representada por duas familias,
Dugongidae e Trichechidae (Figura 1).

Hydrodamalis gigas, conhecida como vaca marinha de Steller, extinta pela caca
indiscriminada em 1768, e Dugong dugong (dugongo), animal com aparéncia semelhante
ao peixe-boi, mas com caracteristica marcante de cauda bifurcada (MARSH, 1986), e
presenca de dentes incisivos em machos (EISENBERG, 1981), sdo as espécies pertencentes a
familia Dugongidae.

A outra familia, Trichechidae, € composta por trés espécies, sendo: Trichechus
senegalensis (peixe-boi africano), Trichechus inunguis (peixe-boi amazdnico) e Trichechus
manatus (peixe-boi marinho) (HUSAR, 1977; REYNOLDS; ODELL, 1991; VIANNA et al.,
2006).

SIRE N
e ' ’\
% <H =N
Amazonian Manatoe West Indian Manatee
Trichechus inunguis Trichechus manatus
i » . + & N
:%* West African Manatee S
" Trichechus senegalensis B D“g°:9

Steller's Sea Cow
Hydrodamalis gigas

. ] N7 - Y > _©Pleter Arend
\FF ‘ et pi Flonl Folkens

Figura 1: Espécies representantes da ordem sirénia. Fonte: (MARSH; LEFEBVRE, 1994)



Dentre as espécies de sirénios, o dugongo € o Unico membro vivente da familia
Dugongidae, diferenciando-se dos demais por ser o Unico a possuir habitat exclusivamente
marinho, distribuindo-se ao longo do Oceano indico, do leste da Africa até o oeste da
Australia (HUSAR, 1978).

J& o peixe-boi africano € o menos estudado entre os sirénios. Habita a costa oeste da
Africa, desde o Senegal até Angola e suas caracteristicas anatdmicas se assemelham a dos
peixes-bois marinhos (REYNOLDS, 2002).

O Brasil abriga duas espécies da ordem Sirenia, ambas pertencentes a familia
Trichechidae, sendo elas: o peixe-boi-da-Amazonia (Trichechus inunguis Natterer, 1883), e 0
peixe-boi-marinho (Trichechus manatus Linnaeus, 1758) (HUSAR, 1977; 1978a).

As duas espécies estdo legalmente protegidas no territorio nacional desde 1967 pela
Lei Federal de Protecdo a Fauna n° 5.197 (BRASIL, 1989). O peixe-boi amazo6nico
(Trichechus inunguis), endémico da regido Amazbnica, € a Unica espécie que habita
exclusivamente ambientes de agua doce, enquanto o peixe-boi marinho pode ser encontrado
de forma descontinua ao longo da costa do Caribe até o estado de Alagoas, no Nordeste do
Brasil (Fig 2).
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Figura 2: Distribuicdo geografica mundial das espécies de Sirénios (Fonte: VIANNA et al.,
2006).

1.2 Peixe-Boi Marinho

O peixe-boi-marinho possui uma estrutura corporal compacta e fusiforme, com duas
nadadeiras peitorais, que apresentam unhas nas extremidades e uma nadadeira caudal plana
em formato oval (HARTMAN, 1979). Um exemplar adulto chega a medir até 4,5 m e pesar
500 Kg, (REYNOLDS; ODELL, 1991), ja os filhotes nascem, em média, com 32 Kg e 124
cm de comprimento (PARENTE et al., 2004).

Desde 1989 a especie T. manatus consta na lista oficial de espécies ameacadas de
extincdo do Brasil (BRASIL, 1989; 2003; MMA, 2008) e possui classificagdo como
criticamente ameacada de extingdo de acordo com Plano de Agdo de Mamiferos Aquéticos do
Brasil (IBAMA, 1997; 2001). Em nivel mundial, a espécie apresenta-se como vulneravel
(IUCN, 2010).

No resgate historico da espécie, existem relatos da ocorréncia do peixe-boi marinho de
forma continua desde o Estado do Espirito Santo (WHITEHEAD, 1978) até o Amapé (BEST,
1982; DOMNING, 1982). Entretanto, no final da década de 70, pesquisadores percorreram a
costa brasileira com o objetivo de mapear areas de ocorréncia da espécie, sendo constatado a
preocupante situacdo destes sirénios no pais. O estudo apontou a presenca de areas de
descontinuidade, desaparecimento dos individuos no litoral dos estados do Espirito Santo,
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Bahia e Sergipe, e diminuigdo significativa nas populagdes remanescentes
(ALBUQUERQUE; MARCOLVALDI, 1982).

Por sua vez, Lima et al. (1992) verificaram que a ocorréncia meridional dessa espécie
limitava-se ao estado de Alagoas, sendo, portanto comprovado o seu desaparecimento no
estado de Sergipe (Figura 3). Segundo Lima (1997), existem duas areas descontinuas com
relacdo a distribuicdo desses animais ao longo do litoral nordestino, sendo registradas em

partes do litoral de Pernambuco e do Ceara.

AREA DE OCORRENCIA
5 PEIXE-BOI MARINHO

AREA DE OCORRENCIA
PEIXE-BOI AMAZONICO

OCORRENCIA HISTORICA
PEIXE-BOI MARINHO

Figura 3: — Distribuicéo de peixe-boi no norte e nordeste do Brasil: areas de ocorréncia
atual de peixe-boi marinho (linha vermelha), amazénico (linha amarela) e ocorréncia historica

de peixe-boi marinho (peixes-bois brancos) Fonte:(LIMA, 1997).
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1.3 Conservacéo

Luna (2001) ressalta que as espécies de peixes-bois foram exploradas desde o periodo
da colonizacao no Brasil, atraves da caca tradicional e exploratoria, sendo utilizado a carne,
couro e a gordura. Esta forte pressdo de caca permaneceu até o século XX, ocorrendo alta
mortalidade de peixes-boi marinhos e amazonicos (BEST, 1982; DOMNING, 1982).

Além da forte pressdo antropica relacionada a caca, nas areas de ocorréncia de peixes-
bois podemos destacar a captura acidental em redes de pesca (OLIVEIRA, 1994), degradacéo
do habitat e o encalhe de filhotes (LIMA, 1992; MEIRELLES, 2008; PARENTE et al., 2004),
além de colises, principalmente com embarcagdes motorizadas (BORGES et al., 2007).

Com o objetivo de se reverter a gravidade da situacdo atribuida a espécie, em 1980 foi
criado pelo Governo Federal, o Projeto Peixe-Boi, o qual é executado desde 1998 pelo Centro
Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Mamiferos Aquaticos (CMA). Este projeto
atualmente estd vinculado ao Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBIo) e, juntamente com organizacfes civis, em especial a Fundacdo Mamiferos
Aquaéticos (FMA), tém atuado ativamente para 0 conhecimento e conservacao da espécie.

Neste sentido, como estratégia de conservacao da espécie no Brasil, os animais que
séo encontrados encalhados na costa nordestina séo encaminhados ao Centro de Reabilitacdo
do Projeto Peixe-Boi (CRAS/CMA/ICMBIo), onde recebem tratamentos de médicos
veterinarios e equipe técnica especializada. A partir dai os animais sdo alimentados com leite
artificial até a idade de 2 anos, e com uma dieta a base de macroalgas e vegetais até
aproximadamente 5 a 6 anos, quando podem ser avaliados para possivel reintroducdo ao
ambiente natural. Todo este esforco tem como objetivo promover a reabilitacdo dos espécimes
envolvidos e posteriormente reintroduzi-los na natureza de acordo com protocolo estabelecido
por Lima et al (2007). Para a sua reintroducdo é seguido o Protocolo de Reintrodugdo de
Peixes-Bois-Marinhos do Brasil (LIMA et al., 2007).

Os animais aptos ao Programa de Reintroducdo, o qual contempla diversos critérios
para a selecdo dos espécimes (tais como a origem do animal, tempo de desmame, aceitacao de
alimentacdo natural, afinidade entre os animais, parecer clinico veterindrio e medidas
biométricas) sdo translocados para a readaptacdo em cativeiros construidos no ambiente
natural, os quais estdo localizados no estuario do Rio Mamanguape, no municipio de Rio
Tinto, estado da Paraiba, e no Rio Tatuamunha, municipio de Porto de Pedras, estado de

Alagoas. Ambos locais estdo inseridos em unidades de conservagdo (UCs), sendo na Paraiba
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acobertados pela Area de Protecdo Ambiental da Barra do Rio Mamanguape e em Alagoas
pela Area de Protecdo Ambiental da Costa dos Corais.

Nestas locais, 0s animais sdo submetidos as variacGes ambientais do proprio local,
contemplando desta forma, variacGes da salinidade, amplitudes de maré, alimentacdo natural
encontrada no local ou nas imediacOes destes, turbidez da agua, presenca de outros
organismos aquaticos, entre outros. Este periodo varia entre aproximadamente quatro a seis
meses ou até que o animal seja considerado apto.

Dentre as atividades profissionais desenvolvidas no CMA/ICMBIo em conjunto com a
FMA, durante mais de uma década de estudos, foram resgatados mais de 66 filhotes 6rfaos no

litoral nordeste do Brasil e reintroduzidos 27 animais a natureza.

1.4 Comportamento

O peixe-boi marinho € um animal lento e letargico, apresenta comportamento furtivo,
expondo somente a ponta do focinho ao respirar, raramente é possivel visualizar o dorso do
animal, isso ocorre geralmente em ocasides de repouso superficial. Eles sdo normalmente
avistados sozinhos ou em grupos de até seis animais (PALUDO; LANGGUTH, 2002).

O comportamento deste sirénio ainda € pouco estudado no Brasil, resumindo-se a
estudos de animais cativos em oceanarios (GOMES et al., 2008; LINHARES, 2001; SOUZA
LIMA, 1998), animais em cativeiros de readaptacdo no ambiente natural (ARAUJO;
MARCONDES, 2003) e nenhum relato publicado para animais nativos.

Existem divergéncias em relacdo a classificacdo comportamental do peixe-boi
marinho, enquanto Hartman (1979) classifica-os como essencialmente solitarios e
moderadamente sociais, Reynolds (1981) e Linhares (2001) afirmam existirem associacgdes e
formacgdes de grupo nesta espécie.

Os peixes-bois possuem baixo metabolismo, de forma que chegam a ficar de 4h a 12
horas por dia em comportamento de repouso quando estdo em ambiente natural. Porém, é no
comportamento de alimentacdo que despendem a maior parte do tempo, pois consomem cerca
de 8% de sua massa corporal, em plantas, a cada dia, 0 que resulta em grande parte da sua
atividade diaria (HARTMAN, 1979).

Dentre as caracteristicas sociais, Medina (2008) ressalta que os peixes-bois cativos
apresentam preferéncias entre individuos, ndo estando necessariamente relacionadas ao sexo

oposto.
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1.5 Conceitos sobre bioacumulacdo de contaminantes quimicos e
seus efeitos em mamiferos marinhos

Atualmente, os organismos aquaticos, incluindo os mamiferos marinhos, estdo
continuamente sendo expostos a diversos contaminantes quimicos, e por isso efeitos adversos
podem surgir como resposta aos diferentes mecanismos de toxicidade destes produtos (VOS
etal., 2003).

O ambiente marinho € poluido por varios compostos quimicos e metais pesados sendo,
ainda nos dias de hoje, destino de esgotos domésticos e industriais. Muitos destes
componentes sdo conhecidos por causarem efeitos deletérios a salde dos animais, e hd um
risco real de que isto ocorra se estes animais acumularem estes componentes nas varias partes
do corpo (MOELLER; REEH, 2003).

Vérias sdo as vias de entrada dos metais pesados e dos contaminantes organicos nos
mamiferos marinhos, incluindo a absor¢do da atmosfera através dos pulmdes e da pele, a
transmissdo materna por meio da placenta ou através da lactacdo, e adsorcédo través do trato
gastro intestinal, sendo este Ultimo considerado a principal via de exposicdo de contaminantes
neste grupo de animais (ANDRE et al., 1990; LAILSON-BRITO et al., 2000).

Uma vez absorvidos pelo organismo, estes contaminantes podem circular e interagir
com inumeros sitios de agdo nos diferentes tecidos, causando alteracBes que podem se
manifestar em diferentes niveis de organizacdo bioldgica. Estas alteracGes podem ser
quantificadas por parametros de efeito bioldgico, os biomarcadores de contaminacao.
Biomarcadores sdo atualmente definidos como medidas das respostas bioldgicas a estressores
quimicos, evidenciadas como alteracbes moleculares, bioquimicas, celulares, histoldgicas,
fisiolégicas ou comportamentais (DEPLEDGE, 1994; WALKER et al., 1996).

Exemplos de biomarcadores incluem a inducdo de expressdo génica e subsequente
traducdo de RNA mensageiro e sintese de novas proteinas. Entre estes podemos citar as
bifenilas policloradas (PCBs), que ao serem bioacumuladas por golfinhos Tursiops truncatus,
induzem a transcrigdo de genes do citocromo P450, cujos RNAs ao serem traduzidos levam a
sintese de proteinas P450 1A1. Estas proteinas tém sido detectadas em maior quantidade em
golfinhos que acumularam maior concentracdo de PCBs em ambientes contaminados na
Florida (WILSON et al., 2007).
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As proteinas P450 1Al sdo enzimas que atuam na metabolizacdo e destoxificacdo de
diversos contaminantes, e estas respostas podem ndo causar nenhum dano imediatamente
evidente ao organismo. Entretanto, em um prazo de tempo maior, outras alteracGes a nivel
fisiologico ou celular podem ocorrer em consequéncia destas alteracdes iniciais. Ainda
usando como exemplo as bifenilas policloradas para ilustrar o conceito da potencial
propagacdo de efeitos bioldgicos ao longo de diferentes niveis de organizacédo biologica, focas
aneladas (Phoca hispida baltica) e focas cinza (Halichoerus grypus) contaminadas por PCBs
apresentaram alteracOes fisiol6gicas expressas em termos de reducdo dos niveis de vitamina
A, em associacdo com deficiéncias no seu sistema imunoldgico, que por sua vez podem
explicar parcialmente problemas reprodutivos de maior relevancia ecoldgica para as espécies
(NYMAN et al., 2003; ROSS et al., 1996).

Neste sentido, as alteracbes moleculares e bioquimicas sdo a primeira resposta de acdo
bioldgica, e estdo relacionadas a esséncia do mecanismo de agdo tdxica dos contaminantes,
pois representam a base molecular da toxicidade (WALKER et al., 1996).

Biomarcadores fisioldgicos, especificos ou ndo, tém a capacidade de integrar os
efeitos de estresses multiplos e podem ajudar a avaliar o potencial de que efeitos a niveis
inferiores de organizacao causem efeitos ecologicamente relevantes para a espécie (HUGGET
etal., 1992).

Os biomarcadores tém como vantagem promover um alerta inicial e precoce de danos
bioldgicos mais relevantes, e podem ser classificados como biomarcadores de exposicdo ou
biomarcadores de efeito. Biomarcadores de exposicdo, apesar de serem medidas de efeito
bioldgico decorrente da interacdo do contaminante com o sitio de acdo, podem ser usados
como indicativos de que tenha ocorrido exposi¢do dos organismos a certos contaminantes,
quando estas medidas sdo especificas de certos grupos de contaminantes (WALKER et al.,
2005).

A inducdo de proteinas P450 é um exemplo deste tipo, sendo passiveis de classificacdo
como biomarcadores de exposi¢éo a bifenilas policloradas, ou seja, a deteccdo desta alteracéo
bioldgica indica que os organismos possam ter sido expostos a este grupo de contaminantes
especifico. Entretanto, esta medida do nivel de inducdo de proteinas P450 ndo da informacéo
sobre o grau de efeito adverso mais ecologicamente relevante, quer seja uma patologia a nivel
de um tecido importante como a gbénada ou mesmo o efetivo sucesso reprodutivo do
individuo, com consequéncias importantes para a manutengdo da populacdo. Neste sentido,
podemos classificar os biomarcadores como “de efeito ou efeito toxico” como aqueles que

demonstram um efeito adverso “relevante” no organismo, salvaguardando-se que esta
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classificacdo envolve certa subjetividade na definicdo deste efeito considerado relevante
(SOUZA; CARVALHO, 2009).

1.6 Historico de estudos de bioacumulacdo de contaminantes em
mamiferos marinhos

Apesar da comum utilizagdo do termo metais pesados, ndo existe uma definicdo
precisa para classificar este grupo, alguns o associam a poluicdo e toxicidade, enquanto outros
afirmam que todos elementos com densidade maior que cinco e a massa atbmica maior que 40
sdo quimicamente classificados como metais pesados (PASCALICCHIO, 2002).

Alguns metais sdo componentes naturais dos organismos, sendo a grande maioria
encontrada em concentracdes traco. Estes elementos podem ser classificados como essenciais
e nao-essenciais do ponto de vista biologico (EISLER, 2000). No entanto, mesmo 0s
considerados essenciais, quando encontrados em excesso, podem causar impactos negativos a
organismos de ecossistemas terrestres e aqudticos, tornando-se, assim, um agente
contaminante ou poluente de solo e 4gua (EISLER, 2000).

Os elementos ndo essenciais (Al, Hg, Pb, Cd, Ag e Sn) ndo possuem funcéo bioldgica
e, portanto sdo potencialmente toxicos aos organismos, podendo provocar uma série de
disturbios tais como baixa fertilidade, diminui¢do nas defesas imunoldgicas, reducdo da taxa
de crescimento e patologias que podem levar a morte dos individuos (BAINY et al., 1998).
Mesmo quando encontrados em baixas concentragdes, tais elementos podem apresentar
efeitos tdxicos cronicos ou agudos, principalmente por mecanismos de competicdo por sitios
de ligacdo com os metais essenciais (MAGIOLI, 1980).

Os fatores que determinam a toxicidade de cada metal séo bastante variaveis, podendo
estar relacionados a caracteristica de cada elemento, disponibilidade para incorporacéo
bioldgica, concentracdo e forma quimica, bem como sua essencialidade em processos
metabdlicos ao longo da vida do organismo (CHAPMAN et al., 2000).

Muitos estudos relacionados & contaminacdo de mamiferos aquaticos com metais
pesados e poluentes organicos vém sendo realizados nos ultimos anos (BELANGER et al.,
2008; DAS et al., 2003; KEMPER et al., 1994; ROSS et al., 1996; THOMPSON, 1990).

Os contaminantes organicos comecgaram a ser reportados em mamiferos aquéaticos na
década de 50, onde estudos com focas e baleias reportaram contaminacdo por DDT
(ADDISON et al., 1972) sendo no final da década de 60 a contaminagdo por organoclorados
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reportada em 52 espécimes, sendo seis espécies de pinipedes, e duas de cetaceos (Phocena
phocena e Delphinus delphis) (O’SHEA; TANABE, 2003). Ja na década de 70 o estudo nesta
linha expandiu para achados em 1410 individuos sendo a maioria reportado em cetaceos. No
mesmo periodo, foram realizados estudos com animais em cativeiro para melhor
entendimento do mecanismo de detoxificacdo em mamiferos aquéaticos (O’SHEA; TANABE,
2003). Em meados de 1980 comecaram a ser executados estudos com o intuito de identificar
os efeitos deletérios a saude dos animais ocasionados pela contaminacdo por poluentes
organicos, e foi ainda nesta década que as metodologias para identificacdo destes compostos
quimicos comecgaram a ser melhoradas, apresentando resultados mais refinados, e nesta
década os estudos ja abrangiam resultados para 2700 individuos em 47 espécies de mamiferos
aquaticos (O’SHEA; TANABE, 2003).

Com o avancar das pesquisas, efeitos deletérios mais relevantes comecam a ser
conhecidos na década de 90 quando desreguladores enddcrinos, patologias Osseas e
hiperplasia adrenal configuravam entre os danos possivelmente relacionados & contaminacao
quimica. A imunossupressdo e 0s baixos niveis de vitamina A estariam diretamente ligados a
ocorréncias de poluentes organicos persistentes (POPs) nestes animais (O’SHEA; TANABE,
2003). Estudos recentes tem como desafio conhecer melhor o mecanismo de agdo destes
compostos, relagdes dose-resposta, e 0s potenciais efeitos que estes componentes continuam
causando nos mamiferos marinhos (ROSS et al., 2009).

Metais pesados ja foram identificados em mais de 60 espécies de cetaceos (O’SHEA
et al., 1999) e sdo comumente reportados em pinipedes (DIETZ et al., 1998; KAKUSCHE et
al., 2005; KAKUSCHKE et al., 2010; KAKUSCHKE et al., 2008), mas ainda pouco
estudados em sirénios (BELANGER et al.,, 2008). Contudo, sdo escassos registros na
literatura que relacionam a problematica da contaminacdo ambiental por metais pesados aos
efeitos deletérios na vida dos animais, bem como o efeito da variacdo temporal e espacial dos
contaminantes no ambiente (O’HARA; O’SHEA, 2001). Isso torna dificil compreender as
reais consequiéncias que a contaminacdo acarreta de forma aguda ou cronica no corpo dos
animais.

Apesar da grande dificuldade em relacionar diretamente a contaminacdo por metais a
efeitos na salde dos mamiferos aquaticos (BELANGER et al., 2008; BERTA et al., 2006),
estudos desenvolvidos com pinipedes e golfinhos (a maioria em cativeiro) demonstraram
haver uma relacdo entre a presenca destes contaminantes encontrados nestes animais e
diferentes tipos de efeitos deletérios a sua saide (BERTA et al., 2006).
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Kakuschke (2005, 2008 e 2010) afirma que exposi¢Oes a metais pesados podem afetar
parametros imunologicos seguidos da morte natural da atividade celular, fagocitose e
proliferacdo de linfdcitos, além de se relacionar com a mortalidade por doencas infecciosas.
Em conformidade com estas informag6es Bennett (2001) ao analisar 86 carcacas de Toninha
comum (Phocoena phocoena) relata que 49 destas tiveram traumas fisicos como causa-morte,
enquanto as outras 37 apresentaram alguma sintoma de morte por doengas infecciosas
(parasitas, bactérias, fungos e virus). As analises de mercurio, selénio e zinco apresentaram-se
significativamente mais altas em figados de animais cuja causa-morte estava relacionada com
doencas infecciosas, quando comparados os demais diagnosticos. Estes resultados apontaram
uma possivel correlagdo entre imunossupressdo e presencga de contaminantes nestes cetaceos.

Com experimento semelhante, mas pesquisando as proteinas do grupo das
metalotioneinas e a enzima anti-oxidante superéxido dismutade (SOD) em figado de lontra
marinha (Enhydra lutris nereis), Kannan e colaboradores (2006) concluiram ainda que altas
concentracOes de metais podem contribuir para efeitos de estresse oxidativo nestes animais.

Em uma abordagem com biomarcador metalotioneina, Das (2006) verificou se existia
associacdo entre a deteccdo de metalotioneinas e presenca de altos indices de Zn, Cd, Cu e Hg
em figado e rim de 24 toninhas comum (Phocoena phocoena) encotradas na costa Belga. Os
resultados revelaram que MTs possuem um papel fundamental na homeostase de Zn e Cu
nesta espécie.

Apesar da grande relevancia destes estudos citados acima, abordando a tematica da
conseqiiéncia destas contaminagfes para a saude dos animais, existe muita dificuldade em se
estabelecer uma relacdo de causa-efeito entre o nivel de contaminantes acumulados e seu
efeito especifico em mamiferos aquaticos. Esta dificuldade decorre da quase inviabilidade de
se realizar estudos experimentais envolvendo contaminantes com mamiferos marinhos (DAS
et al., 2006).

Muitos fatores podem influenciar na concentracdo individual de contaminantes em
mamiferos aquaticos, entre eles a localizacdo geografica, dieta, idade, sexo, tecidos
considerados e taxas metabdlicas (DAS et al., 2006). As maiores varia¢fes sdo encontradas
em funcdo de fatores como a idade e sexo (ENDO et al., 2007). No caso de contaminantes
persistentes como os organoclorados, as fémeas geralmente possuem niveis mais baixos uma
vez que estes contaminantes podem ser transferidos aos filhotes na lactagdo (WAGEMANN
et al., 1998) e atraves da placenta (GREIG et al., 2007; HONDA K. et al., 1987).

Para alguns compostos como o0s organoclorados e organometais, como o

metilmercurio, as taxas de excrecdo tendem a ser bem menores que as taxas de acumulacao
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nos organismos. Esta caracteristica leva a uma biomagnificagdo destes compostos ao longo
das cadeias troficas, e por isto mamiferos carnivoros tendem a apresentar maiores
concentracdes destes compostos com alto potencial de bioacumulacdo. Desta forma, fica claro
entender que sirénios e cetaceos misticetos geralmente ndo apresentam valores elevados de
contaminacdo pois ndo sdo animais pertencentes ao topo de cadeia trofica. Mamiferos
aquaticos carnivoros (odontocetos e pinipedes) parecem ser potenciais indicadores do nivel de
alguns metais pesados acumulados no ambiente marinho, devido a sua bioacumulacdo e
biomagnificacdo na cadeia trofica (ANDRE et al., 1991; BOUQUEGNEAU; JOIRIS, 1992;
DIETZ et al., 1998).

1.7 Historico de estudos de bioacumulagdo de contaminantes em
sirénios

Em seu trabalho de reviséo Belanger e Wittnich (2008) reportam que de 1954 a 2008
foram publicados 482 artigos com sirénios sendo 163 com peixes-bois, onde a maioria dos
artigos abordou temas relacionados ao habitat, alimentagdo, estimativas de abundéncia e
impactos de acbes antropogénicas diversas. Somente poucos trabalhos recentes abordaram
aspectos relacionados a contaminantes ambientais (AMES; VLEET, 1996; O’SHEA, 2003;
O’SHEA et al., 1984; STAVROS; BONDE et al., 2008).

Sao escassas as informacdes abordando contaminantes em sirénios por varios motivos:
as dificuldades logisticas e financeiras para estuda-los em seu habitat natural, dificuldades
para validar as quantidades exatas ou tipos de contaminantes sendo liberados para o ambiente;
alteracBGes que estes elementos sofrem ao longo de grandes periodos, e as limitagcdes para
avaliar o real efeito dos contaminantes na salude dos animais (BELANGER et al., 2008;
O’HARA; O’SHEA, 2001; REEVES et al., 2002).

Sirénios, por serem mamiferos aquaticos herbivoros, apresentarem vida longa e
habitarem areas costeiras, sdo animais sujeitos a contaminagdo ambiental (BELANGER et al.,
2008), estando mais propensos a contaminagdo por chumbo e cddmio através da ingestdo da
vegetacdo aquéatica que, segundo Mayes (1977), pode conter altos niveis destes metais
pesados.

Contudo, é geralmente aceito que peixes-bois apresentam baixos niveis de
contaminacdo por metais pesados, quando comparado a outros mamiferos aquaticos e que isso

ndo acarretaria em um problema para o futuro destas espécies (BONDE et al., 2004). Porém,
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até o momento, ndo existem pesquisas de longo prazo ou que abordem tematica de relacdes
causa-efeito em maior detalhe em sirénios.

O’Shea (1984) em estudo realizado com Trichechus manatus na Florida, demonstrou a
contaminagdo com PCBs relacionada a &reas relativamente urbanizadas, observando que a
vegetacdo aquatica local apresentava um alto indice de contaminagéo por Cobre. Em estudos
realizados com Dugongos, estes apresentaram contaminagdo por Fe, Zn, Co, Cu, Ag
(DENTON et al., 1980), e Butil-estanho (BT) (HARINO et al., 2007).

Stavros e colaboradores (2008) publicaram os primeiros resultados sobre a
contaminangdo em peixes-bois em vida livre na Florida, e afirmam que todos os elementos
analisados em sangue e bidpsias de pele dos animais estdo dentro do limite ja descrito para
mamiferos aquaticos, com exce¢do de As e Zn no sangue e Al na pele, que apresentaram
valores acima dos reportados para mamiferos aquaticos. Estes valores devem estar associados
a diferentes dietas ou areas de forrageamento utilizadas por estes sirénios.

A auséncia de estudos realizados para avaliar a presenca de contaminantes quimicos
em peixes-boi marinhos no Brasil, Trichechus manatus, alerta para necessidade de pesquisas,
uma vez que estes animais estdo criticamente ameacados de extincdo (IBAMA, 2001), sendo
a populacéo estimada em torno de 500 animais (LIMA, 1997; LUNA, 2001).

No Brasil, peixes-boi marinhos reabilitados séo reintroduzidos nos estados de Alagoas
e Paraiba, locais onde existe pressdo antropica relacionada as industrias, cultivo de cana-de-
acucar, carcinicultura e auséncia de saneamento publico em muitas comunidades costeiras,
sendo estas atividades fontes de contaminantes quimicos com significativo potencial de
lixiviar para os ambientes aquaticos freqlientados pelos animais reintroduzidos.

Desta forma, a busca por informacdes sobre a qualidade ambiental destas areas de
reintroducdo ressalta a necessidade de realizacdo de pesquisas que quantifiguem os niveis de
contaminacdo destes ambientes e dos animais que habitam estes locais, de modo a favorecer
as estratégias e recomendacdesdo Plano de Acdo Nacional para a Conservacdo de Sirénios
(Portaria n°® 85, de 27 de agosto de 2010), bem como subsidiar e incorporar informagdes
técnicas pertinentes ao Protocolo de Reintroducdo de Peixes-Bois Marinhos do Brasil (Lima
etal., 2007)

1.8 Biomarcadores Hematolégicos

O sangue € um dos maiores 6rgdos do corpo, podendo corresponder a 7% do peso total

do animal e pode ser dividido em trés elementos fundamentais: eritrécitos, leucdocitos e
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trombdcitos. Os exames que detectam alteragcBes hematoldgicas sdo geralmente focados em
mudanc¢as nos nameros de eritrocitos, leucocitos ou fatores de coagulacdo (ZAGO et al.,
2005)

O estudo de doengas hematoldgicas e sua relagdo com exposi¢cdes provenientes do
ambiente ganharam impulso a partir do seculo XX, onde agravos revelaram-se um conspicuo
problema de saude publica. Dentre as patologias que apresentam forte correlagdo com
exposicdo a contaminantes ambientais destacam-se a anemia aplasica e leucemias, ambas com
alta letalidade (CAZARIN et al., 2007).

Os estudos relacionados ao sistema imune de mamiferos aquaticos sdo deficientes e
grande parte deste fator é devido a estes abrangerem apenas casos isolados, ndo realizando
uma avaliacdo de longo periodo. Faz-se necessario que as analises hematologicas e
imunoldgicas sejam feitas em uma mesma localidade, dentro de uma mesma populacdo de
individuos, pois fatores ambientais, como dieta, temperatura e qualidade de agua, podem
exercer influéncia na producéo celular (BRITT; HOWARD, 1983).

Analises hematoldgicas sdo uma ferramenta importante para acompanhar o estado
geral da salde de peixes-bois livres ou cativos em reabilitacio (HARVEY et al., 2009). Os
parametros eritrocitarios sdo quantificados por meio da determinacdo dos valores globais de
hemécias (hemécias/L), hemoglobina (g/dL) e hematdcrito (%), bem como da avaliagdo
morfoldgica das células sanglineas.

As hemacias dos peixes-bois, assim como de outros mamiferos aquaticos, possuem
dimensBes maiores e menor quantidade quando comparadas a mamiferos terrestres, o que 0s
permite realizar uma maior troca gasosa (HARVEY et al., 2009; REIDARSON et al., 2000;
WHITE et al., 1976).

As células brancas sdo classificadas como leucocitos mononucleares ou
polimorfonucleares, possuindo algumas caracteristicas morfoldgicas peculiares em mamiferos
aquaticos. Em peixes-bois o nimero de leucdcitos pode ser ligeiramente inferior quando
comparados aos valores de mamiferos terrestres, mas sdo semelhantes aos valores reportados
para baleias e golfinhos (HARVEY et al., 2009).

Na maioria destes animais, os neutrofilos sdo células ovais ou redondas, corando-se
em rosa palido quando submetidas a corantes de rotina. Em peixes-bois, essas células coram-
se de maneira distinta, adquirindo uma coloracdo policromética, com granulos rosados e/ou
avermelhados, se assemelhando aos eosinéfilos dos mamiferos terrestres (CONVERSE et al.,
1994). Por esta razdo, esse tipo celular é denominado heteréfilo ou granulécito heterofilico
(KIEHL; SCHILLER, 1994).
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Enquanto alguns estudos reportam um baixo numero de eosindfilos e basofilos para
peixe-boi (BOSSART, 2001; REIDARSON et al., 2000), estudos que utilizam coloracao
especifica para diferenciacdo de eosindfilos e heterofilos encontraram um valor consideravel
(HARVEY et al., 2009), demonstrando uma possivel fragilidade na deteccao destas células no
tecido sanguineo destes animais.

Os linfocitos sdo vistos em maior quantidade na medula dssea e nos demais tecidos
linféides, o que ndo ocorre em peixes-bois, que em decorréncia de caracteristicas
anatomofisioldgicas peculiares, referentes a producdo de células sanglineas, possuem um
maior numero de linfécitos circulantes na corrente sanglinea. Estes possuem morfologia
similar a dos outros mamiferos aquaticos (HARVEY et al., 2009).

O monitoramento dos parametros hematolégicos como ferramenta de
acompanhamento da salde de mamiferos aquaticos pode ser uma ferramenta relevante para
relacionar biomarcadores e presenca de contaminantes ambientais na interpretacdo do efeito
nas populacdes selvagens de mamiferos marinhos (VOS et al., 2003).

Dados hematoldgicos sdo ferramentas ndo-destrutivas de avaliacdo de efeitos na
ecotoxicologia (FOSSI et al., 1999) que fornecem informagdes importantes sobre o estado de
saude de um animal, corroborando com diagnostico clinicos de diferentes doencas, onde é
possivel detectar alteracBes imunoldgicas, anemias, estado de hidratacdo entre outros
(IBAMA, 2005). Desta forma, estas informagdes podem ser utilizadas como indicios de

potenciais efeitos decorrentes desta contaminacgao nestes organismos.

1.9 Biomarcadores enzimaticos

A exposicdo a poluentes pode ser observada pela analise de sistemas enzimaticos
envolvidos em processos de biotransformacdo de Xenobidticos. As espécies reativas de
oxigénio (EROs) sdo formadas por reducdes sucessivas do oxigénio molecular, como por
exemplo, o anion superoxido (O2-) e o radical hidroxil (OH). Estas moléculas sdo
subprodutos do metabolismo normal das células, mas a sua formacao pode ser estimulada por
diversas condi¢Oes de estresse, entre as quais, presenca de oxidantes quimicos, metais pesados
e estresse térmico (VAN DER OOST et al., 2003). Além disso, uma disfuncdo metabolica em
virtude da infecgdo por patdgenos pode por si s6 ocasionar um desequilibrio no fluxo de

oxigénio celular, originando EROs.
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Qualquer uma das situagdes mencionadas acima pode causar um aumento das defesas
antioxidantes para proteger o hospedeiro dos efeitos deletérios das EROs. Estes sistemas
antioxidantes sdo compostos por um grupo de enzimas, tais como a enzima superdéxido
dismutase (SOD) que converte o anion superoxido (O2-.) em peréxido de hidrogénio, as
enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que detoxificam o peroxido de
hidrogénio (GOMEZ-ANDURO et al., 2006) e enzimas complementares, como, por exemplo,
a glutationa redutase (GR) que catalisa a reducdo de glutationa oxidada (GSSG) a reduzida
(GSH).

Produtos lipofilicos oriundos das reaces da fase | (biotransformagdo de compostos
toxicos) podem ainda ser conjugados com GSH pela enzima glutationa S-ransferase (GST)
(reacBes da fase Il), formando produtos mais sollveis e, portanto, mais faceis de serem
excretados. Quando ha um desequilibrio entre a formacdo de EROs e sua inativagdo pelos
sistemas de defesa antioxidantes, favorecendo a formacdo de lesdes oxidativas as
biomoléculas, estabelece-se uma situacdo deletéria denominada estresse oxidativo (AHMAD
et al., 2000; UNER et al., 2005).

Os organismos aerdbicos possuem uma diversidade de defesas antioxidantes para
proteger a célula contra os danos ocasionados pela producdo de EROs. A maioria destes
antioxidantes acompanham a adaptacdo dos organismos a diferentes condic¢des respiratorias
encontradas na natureza (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Muitos mamiferos aquaticos toleram grande periodo de apnéia ao executar grandes
mergulhos (SCHREER; KOVACS, 1997), devido a adaptacdes morfologicas, fisiologicas
(especialmente vasoconstricdo periférica e bradicardia) e bioquimicas (BERTA et al., 2006).
Estas adaptacBes permitem a estes animais que alguns Orgdos vitais, como musculo
esquelético, rins e figado sofram rotineiramente uma diminuicdo de fluxo sanguineo
(CASTELLINI et al., 2001), e portanto, lidem frequentemente com altos niveis de EROs
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Wilhelm Filho e colaboradores (2002) demonstram que mamiferos aquéaticos possuem
maior capacidade antioxidante quando comparada com mamiferos terrestres, pois para
evitarem a exposi¢cdo dos tecidos a mudancas subitas nos niveis de oxigénio e formacao de
EROs, estes animais requerem um maior sistema anti-oxidante de forma natural durante a
vida.

O sistema antioxidante pode ser enzimatico e ndo-enzimatico. O ndo-enzimatico é
composto por substancias como a glutationa, o acido ascérbico, o tocoferol etc. As enzimas

antioxidantes mais reportadas em organismos aquaticos sdo a superoxido dismutase (SOD), a
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catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa S-transferase (GST) (CLASEN,
2009).

As enzimas CAT e GPx tém papéis complementares na destoxificacdo do peroxido de
hidrogénio, sendo que elas tém diferentes localizagdes celulares e moléculas alvo (BARATA
et al., 2005). A CAT é uma das mais importantes enzimas do sistema antioxidante, descrita
em 1901 por Loew (FRUGOLLI et al., 1996), é uma enzima tetramérica que contém grupos
heme e é encontrada em todos os organismos vivos. A CAT é a unica entre as enzimas
degradantes de H,O, que ndo consome equivalentes redutores celulares e possui um
mecanismo muito eficiente para remover o H,O, formado nas células sob condigdes de
estresse (MALLICK; MOHN, 2000). Ocorrem primariamente nos peroxissomos e a
proliferacdo peroxissomica € a principal causa para a elevacdo da atividade catalasica nos
tecidos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2005). Quando sua atividade aparece aumentada em
determinados tecidos, isso pode significar uma possivel resposta compensatéria do organismo
a insultos oxidativos.

A enzima glutationa-S-transferase (GST) desempenha um papel importante na
detoxificacdo e eliminacdo de compostos eletrofilicos, incluindo agroquimicos. Elas incluem
trés familias de enzimas (citosélica, mitocondrial e microssomal), e possuem potente efeito
protetor contra as EROs (ROBERTA et al., 2005). Sua estimulagcdo envolve reacdes de
conjugacdo na presenca de glutationa. Assim, animais aquaticos que habitam ambientes
poluidos podem estar expostos a xenobidticos os quais sofrem detoxificacdo mediada pela
glutationa na sua forma reduzida, catalisada pela enzima GST. Esta enzima de
biotransformacdo tem sido estudada em trabalhos de campo no monitoramento de poluentes
de origem industrial e agricola (CHO et al., 1999; FENET et al., 1998).

Estudos mostram que quando as enzimas CAT e GST apresentam aumento de suas
atividades em tecidos animais, elas podem ser usadas como indicadores de exposicdo aos
poluentes aquéaticos como os pesticidas (AHMAD et al., 2000; LI et al., 2003; MORAES et
al., 2007).

Atualmente, muitos inseticidas usados em plantacfes sdo pertencentes a classe dos
organofosfatos ou carbamatos, conhecidos por agirem inibindo as colinesterases, sendo estes
produtos considerados neurotoxicos, podendo causar déficits na fisiologia, comportamento e
ainda afetar a reprodugdo dos animais (GRUE et al., 1997; VIRGO, 1984). A medida da
atividade das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase em sangue é extensamente
estabelecida com um método para diagnosticar exposicdo a carbamatos e efeito toxico destes
compostos em mamiferos (WILSON; HENDERSON, 2007).
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A Acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE) sdo enzimas que catalisam
a hidrdlise do neurotransmissor acetilcolina, processo fundamental na regulacdo do sistema
colinérgico (DARVESH et al., 2003). A BchE foi descoberta ha mais de 70 anos, porém, sua
importancia fisioldgica ainda é pouco conhecida. Neste contexto, foi levantada a hipdtese de
que efeitos deletérios da homocisteina como um pré-oxidante pode ser devido a suas acbes
em colinesterases (STEFANELLO et al., 2003). Por outro lado, um estudo recente mostra que
a BChE pode rapidamente hidrolisar a acetilcolina, e que aparentemente pode substituir a
AChE na manutencdo da integridade estrutural e funcional das vias centrais colinérgicas
(MESULAM et al., 2002), resultando em efeitos deletérios as vias colinérgicas periféricas.
Desta forma é possivel presumir que a redugéo da atividade deste enzima pode estar associado
a sintomas neuroldgicos (STEFANELLO et al., 2003).

A BchE também conhecida como pseudocolinesterase é inibida por pesticidas do
grupo dos organofosforados e carbamatos. Sua inibicdo é amplamente utilizada como
indicador de exposicdo em programas de biomonitoramento de contaminagdo por pesticidas
inibidores das colinesterases (SANCHEZ-HERNANDEZ et al., 2004).

Biomarcadores ainda sdo pouco explorados dentro do grupos dos mamiferos
aquaticos, por tratarem-se de animais dificilmente encontrados em cativeiro e pela dificuldade
em ter acesso a carcacas frescas ou amostras de animais vivos (sangue e pele).

Dentre os escassos estudos podem ser destacados os trabalhos com pinipedes onde
Fossi (1997), em um dos seus trabalhos executados com biomarcadores em mamiferos
aquaticos quantificou o teor de porfirinas total, as enzimas do grupo das P450 EROD, PROD,
BROD, os compostos quimicos organoclorados, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAS) e Hg total em determinados érgdos e tecidos de pinipedes. Os resultados confirmaram
um desequilibrio metabdlico entre o potencial de alta toxicidade e baixa detoxificacdo em
pinipedes, como relatado para outros mamiferos aquaticos.

Munro Jenssen e colaboradores (1995) realizaram pesquisa em filhotes de foca
cinzenta (Halichoerus grypus), e utilizando amostras n&o-invasivas de pele e sangue,
conseguiram demonstrar que a dosagem de vitamina A (retinol), e a razdo entre tiroxina total
e tiroxina livre (TT4/FT4) sdo importantes biomarcadores plasmaticos para exposicao a niveis
baixos e moderados de PCB. No entanto o efeito que isso acarreta no individuo ou na
populacdo permanece desconhecido.

Varios outros trabalhos ja citados anteriormente neste contexto abordam a temética da

inducdo de proteinas e enzimas do grupo P450 em varias espécies de pinipedes (NYMAN et
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al., 2003; ROSS et al., 1996; TANABE, 2002; TERAMITSU et al., 2000; TROISI; MASON,
1997).

Ja biomarcadores em cetaceos sdo menos explorados, podendo ser destacado estudo de
Goksoyr (1995) que estudou enzimas de detoxificacdo em espécies de mamiferos aquéticos,
entre elas a baleia minke (Balaenoptera acutorostrata), e descreveu as subfamilias de
proteinas CYP1A, CYP2B, CYP3A e CYP4A encontradas no sistema citocromo P450.

A presenca de vitamina A e E foram determinadas em figado, pele, gordura e soro de
Balaena mysticetus na tentativa de obter uma correlagdo com contaminantes organoclorados,
porém esta espécie apresentou uma baixa concentracdo destes elementos, menor do que
concentragcOes reportadas para outros misticetus, e desta forma ndo houve uma correlagéo
significativa (ROSA et al., 2007).

Fossi e colaboradores (2008) obtiveram sussesso na proposta de deteccdo de CYP1Al
e CYP2B em biopsias de pele de Stenella coerulealba e Tursiops truncatus para deteccao de
exposicao a organoclorados (OCs), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) e éteres
de bifenilas polibrominadas (PBDESs), demonstrando que esta € uma ferramenta ndo destrutiva
passivel de ser utilizada como indicador de exposi¢éo.

Enfim, com base no levantamento bibliografico dos trabalhos citados € possivel
visualizar que a maioria das publicagdes relacionadas aos biomarcadores foram realizados
com pinipedes, uma fragdo menor com cetaceos e até o0 momento, nenhum relato envolvendo
sirénios.

O uso de biomarcadores bioquimicos em programas de monitoramento oferece
vantagens, pois sdo geralmente as primeiras alteragbes a serem detectadas, sdo bastante
sensiveis a presenca de determinados poluentes, apresentam especificidade razoavel, e
fornecem informacdes a respeito do possivel mecanismo de efeito causado pelo xenobidtico
ou mistura de xenobidticos (AMORIM, 2003; WALKER et al., 1996).
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3. Objetivos

Objetivo geral
e Determinar as concentracdes de metais pesados e analisar biomarcadores em sangue

de peixes-boi marinhos na regido nordeste do Brasil e seus potenciais efeitos

patoldgicos.
Objetivos Especificos

e Analisar a contaminagdo por metais pesados dos animais cativos em oceanarios e em
cativeiro de ambiente natural,

e Avaliar biomarcadores enziméticos através do teste das enzimas Butirilcolinesterase,
GST e Catalase no sangue dos animais;

e ldentificar possiveis diferencas nos niveis de contaminacdo entre idade e sexo dos
animais;

e Relacionar os niveis de contaminacdo com perfil hematolégico e biométrico de cada
individuo;

e Buscar relacdes entre niveis de contaminacdo e alteracbes comportamentais dos

animais.
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4. Capitulo |

Analise de contaminantes e suas potenciais relacdes com

biomarcadores bioquimicos e hematoldégicos em sangue

de peixes-bois marinhos (Trichechus manatus)
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4.1 Introducao

As espécies pertencentes a ordem dos Sirénios apresentam vida longa, baixa taxa
reprodutiva e encontram-se distribuidos em mais de 90 paises, porém apresentam o menor
nimero de espécies de todas as ordens dos mamiferos (REYNOLDS; ODELL, 1991).
Incluidos nesta ordem esta o peixe-boi marinho (Trichechus manatus), animal herbivoro, com
distribuicdo descontinua nas regides Norte e Nordeste do Brasil, sendo o0 mamifero aquético
mais ameacado de extingdo do pais, com uma populacdo estimada em torno de 500 animais
(LIMA, 1997; LUNA, 2001).

Entre os problemas que tém levado as populagcbes de peixes-boi marinhos a esta
situacdo podem ser evidenciados a captura acidental em redes de pesca , encalhes de filhotes
(PARENTE et al., 2004), o atropelamento por embarcacbes (BORGES et al., 2007) e alguns
agentes etiolégicos como bactérias do grupo das Salmonelas (Salmonella panama)
(VERGARA-PARENTE et al., 2003).

Para tentar restabelecer as populacdes de peixes-bois a niveis sustentaveis foi criada
por meio do Projeto Peixe-Boi uma estratégia de conservagdo no &mbito nacional, a qual tem
como uma de suas iniciativas o resgate de filhotes 6rfaos. De maneira integrada, 0s espécimes
resgatados sdo encaminhados para a Unidade de Reabilitacdo localizada em Itamaracé - PE,
onde permanecem recebendo cuidados médico-veterinarios e alimentacdo até a idade média
de seis anos. Posteriormente estes animais sdo translocados para cativeiros de readaptacdo a
natureza e reintroduzidos ao seu habitat natural, tendo como &reas de adaptacdo e soltura os
estados de Alagoas e Paraiba.

Nos referidos estados vem sendo constatada pressdo antropica nos ambientes
costeiros relacionada ao cultivo de cana-de-agUcar, carcinicultura e auséncia de saneamento
publico em muitas comunidades litoraneas. Na agricultura de cana existem inUmeros
agroguimicos que vem sendo utilizados, a exemplo do carbofuran, pertencente a classe dos
carbamatos, utilizado no controle de nematoéides da cana-de-aglcar, e que tem significativo
potencial de lixiviar para os ambientes aquaticos (PLESE, 2005), que podem ser freqtientados
pelos peixes-boi reintroduzidos e causar neurotoxicidade nos animais (GRUE et al., 1997;
VIRGO, 1984). Estudos realizados com exposi¢do de aves e mamiferos a este grupo de
contaminantes demonstraram certos distirbios no comportamento dos animais tais como
alteracdes de atividade, agressdo, forrageio, capacidade de aprender e memorizar e déficit
reprodutivo (GRUE et al., 1997)
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Além da possibilidade de exposicdo aos contaminantes organicos, 0s metais pesados,
como o mercario, podem causar diminuicdo de imunidade em mamiferos marinhos
(BENNETT et al., 2001), enquanto outros elementos ndo essenciais, como o cadmio, niquel,
chumbo e estanho tém sido encontrados em concentragcdes significativas em mamiferos
marinhos, podendo causar efeitos deletérios a saude destes animais e ainda podem estar
relacionados & morte por doencas infecciosas (DAS et al., 2003; KANNAN et al., 2006).

Na tentativa de relacionar a acumulacdo de contaminantes quimicos em mamiferos
marinhos com indicadores de efeito bioldgico decorrentes desta exposicdo, 0s biomarcadores
tem sido utilizados, e estes podem ser definidos como medidas bioldgicas de efeito dos
compostos quimicos variando de niveis subcelulares de organizacdo bioldgica até o nivel de
individuos, e abrangem efeitos bioquimicos, fisioldgicos, histologicos, morfoldgicos e
comportamentais (WALKER et al., 2005).

Neste contexto, a medida da atividade da enzima butirilcolinesterase em sangue é um
biomarcador classico que tem sido usado para diagnosticar exposi¢do a carbamatos e efeito
toxico destes compostos em vertebrados (SANCHEZ-HERNANDEZ et al., 2004). De modo
semelhante, enzimas indicadoras de estresse oxidativo como a catalase e a glutationa-S-
transferase sdo frequentemente relacionadas a exposicdo dos animais a contaminantes
quimicos orgénicos como 0s hidrocarbonetos aromaticos, dentre outros (GUTTERIDGE;
QUINLAN, 1993).

Parametros hematoldgicos s@o biomarcadores nao-destrutivos de avaliacdo de efeitos
na ecotoxicologia (FOSSI et al., 1997), que fornecem informagdes importantes sobre o estado
de saude de um animal, corroborando o diagnostico clinico de diferentes doencas, sendo
possivel detectar alteragdes imunoldgicas, anemias, estado de hidratagdo, entre outros
(IBAMA, 2005). Desta forma, estas informacdes podem ser utilizadas como indicios de
potenciais efeitos decorrentes da contaminacéo destes organismos (ADHIKARI et al., 2004).

Estudos utilizando biomarcadores ndo destrutivos em mamiferos marinhos séo
escassos, decorrente dos poucos especimes mantidos em cativeiros, das dificuldades em ter
acesso a carcacas frescas ou ainda das limitacdes em avaliar os animais em vida livre. Entre as
poucas informacdes existentes a esse respeito podem ser destacados os trabalhos com
pinipedes (FOSSI et al., 2008; FOSSI et al., 2006; FOSSI et al., 1997; NYMAN et al., 2003;
TANABE, 2002; TROISI; MASON, 1997) e cetaceos (FOSSI et al., 2000; TERAMITSU et
al., 2000). Entretanto ndo foi encontrado nenhum relato envolvendo biomarcadores de

contaminac¢do quimica em sirénios.
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Em seu trabalho de revisdo Belanger e Wittnich (2008) reportam que de 1954 a 2008
foram publicados 482 artigos com sirénios, sendo 163 com peixes-bois. A maioria dos artigos
abordou temas relacionados ao habitat, alimentacdo, estimativas de abundancia e impactos de
acOes antropogénicas em geral, e somente poucos trabalhos recentes abordaram
contaminantes ambientais.

Considerando o crescente desenvolvimento e a potencial contamina¢do quimica em
regides costeiras do litoral nordestino, que sdo habitat natural dos peixes-bois marinhos,
torna-se de fundamental importancia para a estratégia de conservacdo da espécie a geracao de
informac6es sobre o0s niveis de contaminantes nestes animais, para que se possa iniciar um
avaliacdo detalhada do risco ecoldgico envolvido e dos potenciais efeitos deletérios na satde
dos espécimes.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a contaminacdo por metais pesados
de peixes-boi marinhos cativos nos estados de Pernambuco, Alagoas e Paraiba, e analisar os
potenciais efeitos bioldgicos com base em biomarcadores bioquimicos, hematoldgicos,

biométricos e comportamentais.

4.2 Metodologia

4.2.1 Animais e Area de Estudo

Os 16 animais estudados estavam mantidos em cativeiros localizados nos estados de
Pernambuco, Paraiba e Alagoas. No estado de Pernambuco o cativeiro é localizado nas
instalacbes do Centro de Reabilitacdo do Projeto Peixe-Boi, em forma de oceanario,
vinculado ao Centro Nacional de Pesquisa, Conservacdo e Manejo de Mamiferos Aquaticos
(CRAS/CMA/ICMBI0) na llha de Itamaracéa (ITA). Neste local foram avaliados cinco fémeas
e trés machos, com idades entre trés e seis anos. Estes animais foram mantidos em oceanarios
de reintroducéo, com capacidade de aproximadamente 67,84 m* e 31,80 m* agua.

Os animais avaliados no estado da Paraiba (PAR) e Alagoas (ALA) representam
individuos ao final do periodo de readaptacdo aos respectivos ambientes naturais,
aproximadamente 6 meses ap0s sua transferéncia do cativeiro de Itamaraca. O cativeiro na

Paraiba foi construido em uma éarea de estudrio localizada no rio Mamanguape, com
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aproximadamente 2500m?, e estavam presentes nestas instalacdes uma fémea e trés machos,
com idades entre seis e quinze anos. O cativeiro no estado de Alagoas (ALA) foi construido
também em uma area de estudrio com aproximadamente 1050 m2, localizado no rio
Tatuamunha, e os quatro animais incluiram uma fémea e trés machos, com idades entre seis e
oito anos (Tabela 1). Todos peixes-bois estudados faziam parte do programa de reintroducéo,
e por isso possuem faixa etéria e condi¢des de saude semelhante, conforme as orientacGes de
Lima et al. (2007).

Nome Local Data de resgate Sexo Origem
Arani Alagoas 19/10/2002 Macho | Barro Preto Aquiraz-CE
Atol Alagoas 9/4/2002 Macho Ponta do Mel - RN
Cristal Alagoas 31/1/2004 Fémea Coqueirinho - PB
Tinga Alagoas 20/5/2002 Macho Icapui - Ceara
B4 Pernambuco 19/2/2005 Fémea Aracati - CE
B6 Pernambuco 18/7/2007 Fémea Lucena - PB
Canoa Pernambuco 15/9/2006 Fémea Aracati - CE
Maya Pernambuco 20/11/2007 Fémea Porto do Mangue - RN
Noel Pernambuco 24/12/2006 Macho Areia Branca - RN
Telinha Pernambuco 14/10/2007 Fémea Areia Branca - RN
Tupa Pernambuco 22/1/2005 Macho Beberibe-CE
Zoé Pernambuco 5/1/2005 Macho | Praia de Diogo Lopes - RN
Guape Paraiba 8/12/1995 Macho Coqueirinho - PB
Mel Paraiba 30/3/2001 Fémea Ponta Grossa - CE
Pua Paraiba 21/11/2004 Macho Porto de Mangues - RN
Tico Paraiba 18/3/2001 Macho Prainha Canto verde - CE

4.2.2 Coleta do material biologico

Foram coletadas uma amostra de sangue de cada um dos 16 peixes-boi marinhos
mantidos nos trés cativeiros distintos, por veterinarios do Projeto Peixe-Boi durante as
avaliacbes clinicas dos animais manejados. Para este procedimento foi realizada a

venopuncdo da veia braquial localizada na nadadeira peitoral e o sangue coletado foi
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armazenado em dois tubos distintos de “vacutainer”, sendo um destes apresentava
anticoagulante Heparina (para as amostras destinadas a analise de metais pesados) e o outro
com anticoagulante EDTA (no caso das amostras destinadas a analises de biomarcadores).
Posteriormente, as amostras foram transferidas a microtubos de 2mL (“eppendorfs”)
devidamente identificados, sendo que as amostras destinadas a analise de metais pesados
foram armazenadas em freezer a -20°C até o processamento. As amostras destinadas as
analises de biomarcadores foram centrifugadas imediatamente ap0s a coleta a uma rotacdo de
7.000 rpm com centrifuga Baby | marca Fanen, sendo separado o plasma de eritrdcitos, ambas
fracdes foram armazenadas em microtubos de 2ml, e imediatamente transferidas para cilindro
de nitrogénio liquido, onde permaneceram até as analises. Este periodo variou de 10 a 5 meses

de armazenamento, conforme a data da coleta.

4.2.3 Analise de metais

As anélises dos metais aluminio (Al), magnésio (Mg), ferro (Fé), zinco (Zn), cobre
(Cu), cadmo (Cd), cromio (Cr), estanho (Sn) e chumbo (Pb) foram realizadas em amostras de
sangue total dos animais, através da espectofotometria de massa de dupla focalizacdo com
fonte de plasma indutivamente acoplado (HR-ICPMS), Element 1 com a geometria reversa de
Finnigan MAT, Bremen, Alemanha, no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN), da Universidade de S&o Paulo — USP.

As medidas de quantidade de amostras foram sempre tomadas em peso através de
balanca analitica modelo BK 600 da GEHAKA (Ind. e Com. Gehaka Ltda. SP - Brasil). Para
todo procedimento de pesagem sempre foi executado cerificacdo prévia da calibracdo da
balanca através de pesos padréo.

Foram realizadas preparacOes de solucdo padrdo dos mesmos analitos a serem
quantificados no HR-ICPMS. Estas solucBes foram preparadas a partir de transferéncia, com
micropipetas previamente calibradas, de aliquotas de trés solugdes padrdo elementar SPEX
(cat CLMS-2, cat PLSN5-2Y e cat JB 188).

Para obtencdo da curva de calibragdo foram preparadas solugdes de cinco
concentracdes diferentes, sendo elas de 0,1; 0,5; 1; 2 e 5 ppb. Esta preparacédo foi realizada a
partir da diluigdo da solucdo original (1000 pg/L) até uma concentracdo intermediaria, para
entdo ser obtida a concentracdo final, evitando assim a manipulagéo de quantidade de material

muito pequena, 0 que acarretaria em maior nivel de incerteza das dosagens.



34

O processo de digestdo das amostras consistiu da adi¢cdo de 100 ul de sangue a 400 pl
de &cido nitrico concentrado HNOj3 suprapuro em tubos Falcon, e a mistura foi colocada em
banho maria em chapa aquecedora a uma temperatura de 40°C por um periodo de
aproximadamente 20 minutos, ou até que fosse possivel identificar um clareamento da
amostra. Apés a digestdo da amostra, foram adicionados 1ml de Indio (In) 10 ppb (padrédo
interno), e 0,25% EDTA em &gua deionizada MiliQ (18,2 MQ.cm a 25°C), sendo o volume
total aferido até 10ml.

Foram realizadas seis leituras de brancos das amostras através da analise de agua
MiliQ inserida em tubos de heparina do modelo utilizado na coleta do sangue, que foram
transferidas para microtubos de 2ml onde permaneceram congelados por trés meses para
posterior andlise. Os resultados foram certificados pelo padrdo Seronorm Trace Elements

Whole Blood 111 (404109) os valores de recuperacdo ficaram entre 86,3% a 97%.

4.2.4 Andlise de biomarcadores enzimaticos

Para avaliacdo de biomarcadores foram realizados testes da atividade da
Butirilcolinesterase (BChE) em plasma, e testes da Catalase e glutationa-S-transferase (GST)
em eritrdcitos.

Foram realizadas dosagem de proteinas no plasma através do Método de Peterson
(Lowry modificado), onde foram processadas aliquotas de 5 ul de plasma.

A dosagem de hemoglobina foi realizada através do Kit Padrdo Hemoglobina Bioclin
(L 0053 V. 06/2011), sendo utilizado 2,5 ml do reagente de trabalho e 10 ul do padrdo e
processados de acordo com descricdo da bula, disponivel em

http://www.bioclin.com.br/iuso/padraohemoglobina.pdf.

O teste de inibi¢do da enzima Butirilcolinesterase foi realizado baseado no trabalho de
Franz Worek (1999). Foram utilizados 50 pl de amostra e reagente colorimétrico DTNB (5,5'-
ditio-bis-acido 2-nitrobenzoico), sendo realizadas leituras em duplicatas a 412 nm em
aparelho ELISA Pharmacia Biotech - Ultrospec 3000 - UV/Visible Spectrophotometer.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com a técnica descrita por
Beutler (1975), sendo analisada a velocidade de decomposicdo do peroxido de
hidrogénio. Foram utilizados 5 ul de amostras diluidos em 995 ul de tampdo, a leitura da

absorbancia foi realizada em 240 nm, e a atividade foi expressa em pmol.min.mg de


http://www.bioclin.com.br/iuso/padraohemoglobina.pdf
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hemoglobina™. A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada de acordo com
a metodologia descrita por Keen et al., (KEEN etal., 1976), seguindo-se a complexacdo
da glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CNDB). A leitura da
absorbancia foi realizada em 340 nm, e a atividade expressa em nmol.min™.mg de

hemoglobina™.

4.2.5 Biomarcadores hematolégicos

Foram coletados tubos de 4ml de sangue total em tubos “vacutainer” com anti-
coagulante (EDTA), sendo um tubo para cada animal e a coleta realizada da mesma forma
que foi descrita para as analises destinadas a contaminantes. O tubo foi invertido varias vezes
para perfeita homogeneizacdo. As analises de hemacias (He: 10%/uL) hemoglobina (Hb:
g/dL), hematocrito (Ht: %), volume corpuscular médio (VCM: fl), hemoglobina corpuscular
média (HCM: pg/He), volume da hemoglobina corpuscular média (VHCM g/dL), e leucécitos
(Le 10%/uL) foram realizadas no laboratério de hematologia do CMA, no mesmo dia da
coleta, através de contador automatico de células sanguineas (Analisador CelIm® CC 550 —
CELM). Para analise diferencial foram feitas 1dminas de estiraco sanguineo, posteriormente
coradas com corante panotico rapido (Instant Prov Kit corante rapido, Newprov). As laminas

foram lidas em microscopio 6tico a um aumento de 400x a 1.000x.

4.2.6 Analise comportamental

Para o monitoramento etoldgico o método animal focal (ALTMANN, 1974) foi
utilizado em sessdes de trés minutos, durante um periodo de 30 dias de observacdo em cada
base, onde foram realizadas 8 horas de esforco por dia. O total de horas de observacao foi de
202,2h para os quatro animais mantidos na Base de Porto de Pedras, Alagoas (ALA) durante
0 més de setembro de 2009, 188,2 h de monitoramento para 0s 8 animais na base de
reabilitacdo em Itamaraca-PE no més de dezembro de 2009, e 159,05h para os 4 animais na
base de readaptacao da Barra de Mamanguape (PAR) no més de marco de 2010.

As condutas comportamentais foram divididas em quatro categorias, sendo elas
individual, agonisitca, afiliativa e estereotipia. A categoria individual abrange o0s

comportamentos onde os animais executam atividades essenciais de locomocéo, alimentagéo,
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repouso e conforto, tais como beber &gua, cocar, explorar etc.. A categoria agonistica esta
relacionada a comportamentos que envolvem agressividade entre os individuos, tais como
empurrar, bater nadadeira, bater cauda entre outros. Ja a categoria afiliativa indica alguma
forma de afiliacdo entre os individuos através de interacbes como abracar, beijar, tocar
focinho, tocar nadadeira e por Gltimo a categoria estereotipia que expressa comportamentos
repetitivos sem uma fungéo logica reconhecida, sendo estas condutas geralmente relacionadas
ao estresse de confinamento e podem ser indicadas por natacdo em circulo, movimentos em
vai e vem e bater com a cabeca ou focinho em estrutra delimitante do cativeiro.

Os resultados da analise comportamenal estdo representados em freqiiéncia da conduta
comportamental expressa em minutos, tendo sido contabilizado o tempo em que o animal

executou a atividade, e este valor foi dividido pelo tempo total de observacao.

4.2.7 Andlise de Dados

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o software Sigmastat, a um alfa de 5%
para todas as analises. A ANOVA um fator foi utilizada para os dados que apresentaram uma
distribuicdo normal e homogeneidade de variancia. Para os dados que ndo apresentaram uma
distribuicdo normal ou heterodasticidade foi utilizada a analise de variancia ndo-paramétrica
de Kruskal-Wallis. Em ambas as situa¢tes foram avaliadas diferengas entre as concentragoes
de metais pesados, de atividades enzimaticas, dos parametros hematoldgicos e
comportamentais entre os tratamentos representados por animais mantidos nos cativeiros de
ITA, PAR e ALA.

Havendo diferenca significativa entre os tratamentos, foram aplicados testes de
comparacdo mdaltipla de Tukey com correcdo de Bonferroni, no caso da analise de variancia
paramétrica, e de Dunn no caso da analise ndo-paramétrica de Kruskall-Walllis. A avaliacdo
da existéncia de correlagcdes entre os parametros foi realizada com base na correlagdo de

Spearman.
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4.3. Resultados

4.3.1 Metais

Todos os metais analisados, Al, Mg, Fe, Zn Cu, Cd, Cr, Sn e Pb foram detectados no
sangue dos peixes-bois marinhos.

Os elementos essenciais detectados em maiores concentracdes nos animais das trés
regides foram Fe, com médias entre 216 e 235 ug/g, Mg, com médias entre 36 e 40 ug/g, e
Zn, com médias entre 9,5 e 11,0 pg/g (Tabela 1). Outros metais essenciais analisados e
detectados numa faixa mais baixa de concentracdes foram o Cu, com médias entre 0,70 e 0,92
Hg/g, e Cr, que apresentou médias entre 0,007 e 0,010 pg/g. Dentre os metais ndo essenciais,
as médias de Cd variaram entre 0,0015 e 0,0019 pg/g, as médias de Sn variaram entre 0,018 e
0,049 pg/g, as médias de Pb variaram entre 0,043 e 0,100 pg/g e as médias de Al entre 0,407
e 0,112 pg/g (Tabela 1).

Tabela 1. Concentragio de metais em sangue (ug/g peso Umido) de peixes-boi marinhos
Trichechus manatus (média t desvio padréo) nas regides de Pernambuco, Alagoas e Paraiba

Elemento  Pernambuco Alagoas Paraiba Max. e Min

Média t desvio Méx.-Min  Média * desvio Max.-Min Média * desvio Max.-Min
Fe 2333 “+ 602 3418-1720 2164 °+ 141 2410-2078 2290 at+ 456 2788-1694
Mg 363 “+ 49  420-271 403 ax 59 4827-3415 362 a: 39 4186-3295
Zn 10,1 t+ 25 149-76 95 “t 16 1221-787 110 at 22 1331-9016
Cu 0,90 "t 05 1804-0387 070 °+ 01 0788-0571 092 a+ 04 1461-0695
Cr 0010 t 00 0015-0006 0007 “t 00 0010-0004 0009 at 00 0013-0007
Cd 0,007 “t 00 0004-0001 00019 “t 00 0004-0001 00082 at 00 0,030-0001
Sn 0,019 “+ 00 0020-0017 0018 °t 00 0018-0017 0049 bt 01 0133-0018
Ph 0,050 “+ 00 0094-0020 0043 °+ 00 0049-0032 0100 bt 01 0192-0,052
Al 0,27 “t 01 0407-0112 019 “t 01 0298-0116 037 bt 01 0489-0277

a, b: letras diferentes indicam diferenca significativa entre as médias (Anova seguido de Tukey, p<0,05).

Animais da regido da Paraiba apresentaram concentracGes estatisticamente diferentes
para os elementos Sn (Kruskal-Wallis, H = 8,1, 2 graus de liberdade, p = 0,017), Pb (ANOVA
I, F216 =4,179, p = 0,038)e Al (ANOVA I, F ,16 = 3,87, p = 0,046), sendo detectados valores
mais elevados para estes elementos, quando comparados aos animais dos outros estados
(Alagoas e Pernambuco) (Anova seguida de testes de Tukey e Dunn, p < 0,05) (Tabela 1).
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N&o foram detectadas correlagfes entre presenca de metais e dados biométricos de
peso (p= 0,205) e comprimento (p=274) entre 0s animais.

Foram verificadas relagdes lineares crescentes entre as concentragdes no sangue dos
elementos Zn e Fe (r2 = 0,798, p<0,001) (Figura 1), e Mg e Fe (r2 = 0,23, p=0,047) (Figura
2).

20

Zn = 0,596 + (0,0418 * Fe)

16 -

14

12

Zn (Ug/g peso umido)

4 T T T T T T T T T
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Fe (ug/g peso umido)

Figura 1. Regressao linear entre a concentracdo de zinco e de ferro no sangue de
peixes-bois marinhos (R? = 0,798, p < 0,001), linhas pontilhadas indicam limite
de confianca de 95% da regresséo.
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Figura 2. Regressdo linear entre a concentra¢do de magnésio e de ferro no sangue de
peixes-bois marinhos (R? = 0,23, p = 0,047), linhas pontilhadas indicam limite de
confianca de 95% da regresséo.

4.3.2 Biomarcadores Enzimaticos

Foi evidenciada uma inibi¢do da atividade da enzima Butirilcolinesterase (BChE) nos
animais cativos nos estados de Alagoas e Paraiba, tendo como referéncia ou controle os
animais cativos no estado de Pernambuco (Anova seguido de Tukey, p < 0,05). A atividade da
butirilcolinesterase foi de 0,0016 pmol.I™.min™ nos animais cativos em Pernambuco, e
decresceu para 0,0010 e 0,0009 pmol.I.min™ nos animais cativos em Alagoas e na Paraiba,
respectivamente (Tabela 2 e Figura 3).

A atividade das enzimas GST e CAT néo apresentaram diferengas significativas entre

0s animais mantidos nas trés regides (Tabela 2).



40

Tabela 2: Biomarcadores enzimaticos representados pela atividade das enzimas catalase (CAT:
U.mg hemoglobina'1), glutationa-S-transferase (GST: U.mg hemoglobina'1) e butirilcolinesterase

(BChE: pmol.l'1 .min'1) guantificados em sangue de peixes-boi Trichechus manatus das regides de
Pernambuco, Alag_;oas e Paraiba.

Pernambuco Alagoas Paraiba
Enzimas Média * desvio Média t desvio Meédia * desvio
CAT 755 azx 206 56,7 at 17,9 851 atx 96
GST 257 ax 49 26,2 at 46 253 at 61
BChE 0,0016 a+ 00004 00010 b+ 00004 00002 b+ 0,0004

a, b: letras diferentes indicam diferenga significativa entre as médias (Anova seguido de Tukey,
p<0,05).

0,024
0,022 — -
0,020 —
0,018 —

0,016 —

0,014 — -
0,012
0,010 —

0,008 —

Atividade da BChE: (umol.l-1.min-1)

0,006 —

0,004 —

0,002 x x w
Alagoas Paraiba Pernambuco

Regides

Figura 3. Atividade da enzima Butirilcolinesterase em plasma de peixes-bois
mantidos em cativeiros naturais nos estados de Alagoas e Paraiba e mantidos em
oceandrios no estado de Pernambuco (ANOVA |, F ;16 = 6,690, p = 0,009).

*. diferenca estatisticamente significativa com relacdo aos animais cativos em
Itamaracé, Pernambuco - teste de Bonferroni P< 0,05).
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4.3.3 Biomarcadores hematologicos

Né&o foi detectada diferenca no nimero de hemaceas, no teor de hemoglobina e no
numero de leucdcitos quantificados nos animais das diferentes regies. Os valores situaram-
se ao redor de 2x10° hemaceas/mL, 9 g hemoblobina/dL e 4,5x10° leucécitos/mL (Tabela 3).

Tabela 3. Pardmetros hematoldgicos (média + desvio padrdo) de peixes-boi Trichechus manatus cativos nos estados de Alagoas, Paraiba e

Pernambuco comparados com peixes-boi marinhos da Flérida: hemécias (He: 10%/mL) hemoglobina (Hb: gidL), hematderito (Ht: %), Volume
corpuscular médio (YCM: fl), Hemoglohina corpuscular média (HCM: pg/He), Volume da hemoglobina corpuscular média (YHCM: g/dL) e

Leuctaitos (Le: 10%mL).

He Hb Ht VCM HCM VHCM Le

Alagoas 225 at 009 940 az 040 2825 at 126 12625 at 492 3875 at 499 3200 at 058 490 az 1,02
Paraba 269 at 030 940 az 181 4025 bt 544 15035 bt 507 3483 at 473 2320 bt 238 495 at 047

Pemambuco 249 at 037 960 az 1,16 2913 at 340 11775 a< 979 3880 at 233 3313 at 136 436 azt 214
Florida 2,81 112 16 124 40 3 6,64

a e b letras diferentes indicam diferenca significativa entre as médias (Anova seguido de Bonferroni, p<0,03)

*Valores de peixes-bois marinhos da Flérida com base em Stavros (2008)

Por outro lado, foi possivel visualizar diferencas significativas na regido da Paraiba
guando comparada as demais regifes nos parametros Hematdcrito, que foi igual a 40,5% na
Paraiba, enquanto nas outras regies este situou-se ao redor de 29% (ANOVA I, F ;15 =
15,421, p < 0,001), Volume corpuscular médio (ANOVA |, F 15 = 22,557, p < 0,001) e
volume da hemoglobina corpuscular média (ANOVA I, F ;15 = 59,256, p < 0,001.

Foram verificadas relacGes lineares decrescentes entre as atividades da GST e o teor
de hemoglobina no sangue dos animais (r2 = 0,49, p<0,001) (Figura 4), e entre atividade da

CAT e o teor de hemoglobina no sangue dos animais (r2 = 0,17, p=0,08) (Figura 5).
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hemoglogina no sangue (r2 = 0,17, p=0,08); linhas pontilhadas indicam limite de
confianca de 95% da regresséo.

4.3.4 Analise comportamental

As condutas de estereotipia representadas por atividades repetitivas sem funcao
conhecida, como “natagdo em circulo”, “Vai-e-Vem” e “Bater Cabeca Contra Estrutura Limitante
do Recinto”, apresentaram resultados significativamente maiores em animais cativos em
Itamaraca, Pernambuco, perfazendo até 3,6% do tempo total de monitoramento dos animais,
enguanto nos animais de Alagoas e Paraiba estas condutas ndo passam de 0,5% do tempo de
monitoramento (Tabela 4). Esta diferenca também foi detectada nas condutas de repouso, que
foi maior nos animais de Itamaracé, e na conduta de coprofagia, que foi detectada em 0,1% do
tempo monitorado somente nos animais de Itamaracad. Ndo foram detectadas diferencas nas

outras condutas comportamentais nas categorias afiliativa, individuais e agonistica (Tabela 4).

Tabela 4: Freqiiéncia de condutas comportamentais (atividades afiliativas, individuais, agonisticas,
estereotipias, repouso e coprofagia) de peixes-boi Trichechus manatus cativos nos estados de
Alagoas, Paraiba e Pernambuco expressa pela proporgdo tempo em minutos em que o animal
executou a atividade dividido pelo tempo total de observacéo

Conduta Pernambuco Alagoas Paraiba
comportamental Média + desvio Média + desvio Média * desvio
Afiliativo 0042 ax 0022 0037 ax 0015 0090 azx 0,085
Individuais 0260 ax 0065 0303 ax 0012 0400 azx 0,268
Agonistico 0004 ax 0006 0025 ax 0041 0106 azx 0,197
Estereotipia 0036 b+ 0032 0004 ax 0005 0002 azx 0,003
Repouso 0220 b+ 0067 0076 azx 0011 0145 ax 0,030
Coprofagia 0001 bt 0001 0000 ax 0000 0000 azx 0,000

a, b: letras diferentes indicam diferenga significativa entre as médias (Anova seguido de Tukey,
p<0,05).
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4.4. Discussao

As analises de contaminantes e o uso de biomarcadores em sangue total sdo de
especial importancia por possibilitarem amostragens ndo letais nesta matriz que pode ser
utilizada em estudos de animais em que a exposicdo experimental ndo € vidvel e nem
recomendada. Nos estudos de contaminantes em mamiferos, especialmente o peixe-boi
marinho, trata-se de uma analise pouco invasiva onde é possivel avaliar possiveis niveis de
contaminantes circulando no corpo dos animais, e tentar relaciona-los com algum parametro
de efeito biolégico. Em humanos o sangue total é considerado um fluido biol6gico
recomendado para deteccao de exposicdo recente de elementos toxicos (POLKOWSKA et al.,
2004).

Os resultados encontrados com 0s peixes-bois marinhos no nordeste apresentaram
niveis mais elevados de contaminacgdo para os elementos ndo essenciais como Al, Cd, e Pb,
quando comparamos as informacdes publicadas com a espécie na Florida/EUA (STAVROS;
BONDE et al., 2008). Para melhor visualizacao desta diferenca foi calculada a razéo entre as
medidas obtidas, através da divisdo dos valores encontrados neste estudo pelos valores
encontrados na Florida para cada elemento. O mesmo foi realizado para comparacdo com
golfinhos nariz de garrafa (BRYAN et al., 2007; GRIESEL et al., 2008; STAVROS;
BOSSART et al., 2008) foca comum (GRIESEL et al., 2008; KAKUSCHKE et al., 2010) e
elefante marinho (BARAJ et al., 2001). Todos estes resultados podem ser visualizados na
Tabela 5 em pg/o.
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Elementos essenciais, como Zn, Cu, e Cr apresentaram valores semelhantes aos
encontrados na literatura para peixes-bois da Florida (STAVROS; BONDE et al., 2008) e
outros mamiferos aquaticos (BRYAN et al., 2007; FUJISE et al., 1988; GRIESEL et al.,
2008; STAVROS; BOSSART et al., 2008), onde as razdes entre as médias encontradas neste
estudo e as disponibilizadas na literatura mantiveram-se entre 0,9 e 1,2 para as espécies de
“peixes-boi e 0,7 e 4 quando comparadas as outras espécies de mamiferos aquaticos.

Ja os elementos nao essenciais, Al, Sn, Pb e Cd, foram marcados por valores mais
altos encontrados em animais no Brasil. As razdes variaram de 2,0 a 24,7 vezes quando
comparados com peixes-bois da Florida e de 0,5 a 182,5 quando comparados com outros
mamiferos aquéaticos. A razdo entre os elementos ndo essenciais encontrados nos animais das
diferentes regides estudadas nesta pesquisa apontam para uma preocupacao com a area de
manutencdo e reintroducdo de peixes-bois marinhos no estado da Paraiba.

Apesar de peixes-bois serem considerados animais com baixa taxa de contaminagéo
por metais pesados pela sua posicdo na cadeia trofica (O’SHEA, 2003), por serem mamiferos
aquaticos herbivoros, apresentarem vida longa e habitarem areas costeiras, sdo animais
sujeitos a contaminacdo ambiental (BELANGER et al., 2008), estando mais propensos a
contaminacdo por Chumbo e Cadmio, através da ingestdo da vegetacdo aquatica, que segundo
Mayes (1977), pode conter altos niveis destes metais pesados.

Dentre os itens alimentares ofertados aos peixes-bois marinhos objeto deste estudo, em
especial na regido da Paraiba, podemos destacar as espécies de macroalgas Gracilaria
lemaneirformis e Hypnea musciformis, espécies que tem alta capacidade de adsorcdo de
metais pesados, apresentando elevados valores de metais na regido de Itamaraca, entre eles Cd
e Pb (GUEDES, 2007). Apesar de ndo ter sido quantificado o teor de metais nestas
macroalgas neste estudo, € possivel que elas sejam fonte significativa destes metais nédo
essenciais que se acumularam significativamente no sangue dos animais.

Macroalgas sdo frequentemente utilizadas como bioindicadores pela sua alta
capacidade de absorver metais. A parede celular das algas € constituida de polissacarideos e
mucoproteinas, ricos em grupos fosfatos, sulfatos e carboxilicos, que funcionam como uma
verdadeira esponja de adsor¢do para os cations, absorvendo-os de forma passiva. Com isso 0S
metais sdo bioacumulados no interior da célula, através do transporte ativo, que envolve
grupos ligantes como aminoacidos e citratos, que se complexam com 0s metais, cruzam as
membranas bioldgicas e os internalizam (HASHIM; CHU, 2004; MUSE et al., 1999).

As concentracdes de Chumbo (Pb) encontrados neste estudo estdo entre 3,6 e 7,7

vezes superiores aos valores relatados em sangue de peixes-boi da Florida, e entre 6,7 e 137
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vezes superiores as concentragBes registradas em Phoca vitulina (Tabela 5). O Pb é um
elemento ndo essencial que se acumula no organismo e é considerado altamente toxico. Entre
os efeitos causados pelos altos niveis deste elemento no organismo podemos destacar anemia,
doencas renais, disfuncBes reprodutivas e perturbacdes neuroldgicas (EISLER, 2000). Apesar
do principal alvo para a toxicidade do chumbo ser o sistema neuroldgico, efeitos no sistema
imune tém sido detectados em mamiferos (DE GUISE et al., 2003).

O sistema nervoso, a medula 6ssea e 0s rins sdo sitios criticos na exposicdo ao
chumbo, enquanto que os disturbios na fungdo do sistema nervoso e os desvios na sintese da
hemoglobina sdo considerados como efeitos toxicos criticos (EISLER, 2000). Os desvios
hematoldgicos que levam a anemia pelo chumbo sdo considerados resultado da sua acao
toxica sobre as células vermelhas e eritrécitas na medula. Estes efeitos incluem inibicdo da
sintese da hemoglobina (Hb) por inibicdo da desidratase delta-aminolevulinica acida (ALAD),
enzima que cataliza a sintese de porfirobilinogénio (PBG), um precursor da hemoglobina
(BUEKERS et al., 2009). Este efeito leva a diminuicdo do tempo de vida dos eritrocitos
circulantes, resultando na estimulacdo da eritropoese. Apesar da presenca de altos niveis de
Pb estar diretamente ligada a alteracbes hematologicas, ndo foi possivel estabelecer uma
correlagdo direta entre estes resultados com parametros hematologicos em peixes-bois
marinhos estudados. No entanto, nos animais mantidos no estado da Paraiba e que
apresentaram uma maior concentracdo de Pb no sangue foi possivel detectar maiores valores
de hematdcrito e Volume corpuscular médio (VCM), acompanhado pela diminuicdo do
volume da hemoglobina corpuscular média VHCM. Os valores de hematocrito aumentados
podem indicar um possivel quadro de desidratacdo dos animais(COSTILL; FINK, 1974).

Se por um lado as razdes entre as concentracOes de Pb quantificadas neste estudo e as
concentracbes registradas para outros mamiferos marinhos indica uma contaminacao
significativa dos peixes-boi objeto deste estudo (Tabela 5), esta abordagem estritamente
quimica sem levar em conta qualquer potencial de efeito bioldgico pode conter incertezas
significativas sobre o real risco que estes animais estdo sofrendo desta exposi¢do ao chumbo.
Este aspecto pode ser evidenciado se levarmos em consideracdo o valor de concentracdo de
chumbo no sangue que protegeria 95% das espécies de mamiferos terrestres que foram
calculados por Buekers (2009). Estes autores se basearam em estudos que avaliaram efeitos
de diferentes concentra¢Ges de chumbo no sangue de mamiferos terrestres em parametros de
efeito bioldgico relacionados a efeitos no crescimento e reproducdo, efeitos fisioldgicos,
efeitos hematologicos e efeitos bioquimicos. A partir desta andlise “Tissue Residue Aproach —

TRA”, que pode ser traduzida para uma “abordagem de efeitos com base em residuos
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quantificados em tecidos”, chegaram a uma estimativa de que a concentracdo de 18 pugPb/dL
sangue, ou 0,18 pgPb/g sangue, seria a concentragdo em que seria atingido o limiar inicial de
efeitos bioldgicos em 5% das espécies consideradas. Esta concentracdo portanto é considerada
segura para 95% das espécies, e € 80% superior a concentracdo de chumbo no sangue de
peixes-boi objeto deste estudo na regido da Paraiba, com teores de chumbo significativamente
superiores comparados a outros mamiferos marinhos relatados acima. Seria interessante gerar
informacdes sobre outros parametros de efeito nos peixes-boi da Paraiba com os maiores
teores de chumbo como a inibicdo da ALAD, para avaliar se este parametro bastante sensivel
diretamente ligado ao mecanismo fundamental de toxicidade deste metal estaria sendo afetado
diferencialmente ja nesta faixa de concentracdes.

Com base nos dados de Buekers (2009), podemos supor que os niveis de Pb nos
peixes-boi estudados sdo possivelmente seguros, considerando-se que a sensibilidade dos
mamiferos marinhos ao Pb é semelhante a dos mamiferos terrestres que compuseram a base
de dados que foi usada para gerar a concentragdo segura de 0,18 pg Pb/g sangue para
mamiferos terrestres. De qualquer forma, esta discussdo € interessante para salientar a
importancia fundamental de se transpor o paradigma frequente para estudos de contaminantes
em mamiferos marinhos baseado na analise exclusiva de contaminantes quimicos, que é
sabidamente insuficiente para analises de risco do efeito de contaminantes que sejam
consistentes e com incertezas aceitaveis (O’SHEA, 2003).

A contaminagdo por Al é frequentemente relacionada a alteracdes neuroldgicas em
mamiferos (SAVORY et al., 2006), e dentre estas as mais importantes incluem Alzheimer e
mal de Parkinson (RAJASEKARAN, 2000). Apesar deste elemento ndo essencial estar
relacionado com alteragbes comportamentais e estresse oxidativo (RAJASEKARAN, 2000;
XIE et al., 1996), em nosso estudo ndo obtivemos uma correlacdo entre concentracdes de
aluminio e os biomarcadores quantificados.

Com relacdo Sn, é notério que as caracteristicas fisicas, quimicas e propriedades
bioquimicas de compostos inorgénicos de estanho diferem radicalmente das dos compostos
organoestanicos. Existe um consenso geral de que compostos inorganicos de estanho ndo sédo
altamente toxicos devido a sua ma absorcao e taxa de eliminacéo rapida nos tecidos (EISLER,
2000)

Os peixes-bois marinhos deste estudo apresentaram concentragcdes de Sn no sangue
significativamente altas, entre 9 e 24 vezes superiores as concentracdes de Sn nos peixes-boi
da Florida, e entre 15 e 182 vezes superiores as concentracdes de Sn no sangue de Phoca

vitulina (Tabela 5). A contaminacéo por estanho inorganico pode estar ligada a uma variedade
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de processos industriais, tais como o reforco de vidro, como catalisadores em vérias reaces
guimicas, como estabilizadores em perfumes e sabonetes e como base para tintas coloridas e
antincrustantes (EISLER, 2000). Estas ultimas sdo intensamente relacionadas a efeitos
adversos em diversos organismos aquaticos, pois esta tinta é extensamente utilizada em
embarcagdes para prevengdo de incrustagédo por invertebrados.

Os principais efeitos sisttmicos da exposicdo ao Sn incluem ataxia, espasmos dos
membros, paralisia, atraso de crescimento e diminuicdo dos niveis de hemoglobina (EISLER,
2000). Apesar destas relacfes conhecidas, ndo encontramos correlagdo entre a concentracdo
deste metal com biomarcadores hematol6gicos.

Compostos organoestanicos de butil-estanho sdo potentes agentes imunotdxicos,
segundo trabalho publicado por Kannan (2009) que apresentou valores de experimentacdo em
sangue de varios mamiferos aquaticos in vitro, a proliferacdo de linfécitos foi suprimida
significativamente a uma concentracdo de 0,077 pg de dibutil-estanho (DBT)/g peso imido
de sangue (0,039 pg Sn/g peso Umido considerando-se a concentracdo do elemento
inorganico), e a uma concentracdo de 0,089 ug de tributil-estanho (TBT)/g peso umido de
sangue (0,036 pg Sn/g peso Umido considerando-se a concentracdo do elemento inorganico)
(KANNAN; TANABE, 2009).

Uma vez que as formas inorganicas de Sn ndo séo absorvidas pelo trato gastro-
intestinal e sdo prontamente excretadas, podemos considerar que o Sn na forma inorganica
total que foi quantificado nas amostras de sangue de peixes-bois deste estudo pudesse estar na
forma organica no sangue destes individuos avaliados. Com esta consideracdo a concentracao
imunotoxica de aproximadamente 0,03 pg Sn/g peso Umido estaria sendo atingida no sangue
dos animais na Paraiba, e estaria 50% acima das concentragcdes detectadas nas outras regides
avaliadas. Por outro lado, estas concentracbes no sangue em que foi detectada
imunotoxicidade em mamiferos sdo significativamente superiores aos valores detectados em
outros mamiferos marinhos na Tabela 5.

Dorneles e colaboradores (2008) avaliaram a exposicdo de cetaceos a compostos
organoestanicos com base nos teores de Sn total no figado, e encontraram um elevado nivel
de contaminacdo por organoestanicos nas espécies analisadas em comparacdo com cetaceos
de outras regibes do mundo. Segundo estes autores, os valores encontrados no figado do
golfinho Sotalia guianensis oscilaram entre uma mediana de 4,9 g Sn/g peso Umido na Baia
da Guanabara e 0,34 pg Sn/g peso Umido no Espirito Santo. Considerando-se que o Sh na
forma inorganica total que foi quantificado nas amostras de figado destes golfinhos estivesse

na forma orgénica neste tecido, a concentracdo imunotdxica de aproximadamente 0,1 pug Sn/g
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peso Umido estaria sendo atingida no figado dos animais tanto na regido menos contaminada
do Espirito quanto nos animais altamente contaminados por Sn na Baia de Guanabara, com
concentracfes quase 50 vezes superiores a esta concentracao imunotdxica relatada.

Em relacdo aos biomarcadores bioquimicos representados pelas enzimas catalase
(CAT) e glutationa-S-transferase (GST), que sdo enzimas antioxidantes induzidas em
condigOes de estresse oxidativo, este estudo ndo detectou diferencas significativas nestes
parametros entre as regides estudadas. Isso pode ser explicado pelo fato de mamiferos
aquaticos possuirem uma capacidade de lidar com a supersaturacdo de nitrogénio e tolerar
longos periodos de apnéia através de varias alteracdes morfo-fisioldgicas, o que implica ainda
na capacidade de neutralizar espécies reativas de oxigénio de forma muito mais satisfatoria,
ou seja, mamiferos aquaticos possuem elevado indice de defesa antioxidante quando
comparados a mamiferos terrestres (WILHELM FILHO et al., 2002).

Entretanto, independente das regides de origem dos animais avaliados, foi detectada
uma relacdo linear inversa entre a atividade da GST e da CAT, e o teor de hemoglobina no
sangue dos animais avaliados. A liberacdo de hemoglobina para o plasma e sua decomposi¢céo
a partir da lise de eritrocitos pode gerar estresse oxidativo (ROTHER et al., 2005), e esta
situacdo poderia estar ocorrendo nestes animais com menor teor de hemoglobina, em que a
atividade da GST e da CAT séo nitidamente mais altas, conforme pode ser verificado pelas
regressoes lineares nas Figuras 3 e 4.

A Butirilcolinesterase desempenha um importante papel no apoio das atividades da
Acetilcolinesterase e regulacdo colinérgica quando a AchE estd ausente (LI et al., 2000). A
inibicdo da BChE poderia resultar no acimulo de acetilcolina nas sinapses neuronais, 0 que
pode perturbar o funcionamento normal do sistema nervoso (WANG et al., 2010). Portanto,
elementos que interferem no metabolismo da BChE podem estar alterando o funcionamento
normal do sistema nervoso central e causando entdo algum tipo de neurotoxicidade. Além
disso, a BChE é o marcador mais Gtil para a exposicdo de poluentes como pesticidas
organofosforados e carbamatos em organismos (LETICIA; GERARDO, 2008). A deteccdo de
uma inibicdo estatisticamente significativa da enzima butirilcolinesterase (BChe) nos animais
mantidos nos cativeiros de reintroducdo nos estados de Alagoas e Paraiba, relativa a atividade
desta enzima em Itamaraca, Pernambuco (Figura 3) indica uma possivel exposicdo destes
animais a pesticidas deste grupo, uma vez que h& agricultura de cana-de-agicar em ambas
regides, em especial no cativeiro no estado da Paraiba.

Em 2004 a Superintendéncia de Administracdo do Meio Ambiente (SUDEMA) do

estado da Paraiba realizou um inventario de residuos solidos industriais no estado e concluiu
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que as maiores quantidades de residuos solidos gerados, com 63,3 % do total analisado, esta o
vinhoto; em segundo lugar, com 22,3% o bagaco de cana e em terceiro lugar aparece 0s
residuos minerais ndo metalicos com 12,50%, neste caso comum agravante, 0 passivo
ambiental deixado com as areas degradadas.

A regido onde estd localizada o cativeiro dos animais no estado da Paraiba fica
localizada no municipio de Rio Tinto e pr6xima ao municipio de Cabedelo, onde destaca-se a
presenca de um porto maritimo-industrial e registro de 47 industrias no referido municipio
(SUDEMA, 2004). Na Paraiba a grande maioria das industrias estd localizada na regido
litoranea e possuem planos de gerenciamento de residuos dispondo seus residuos sélidos sem
nenhum controle ambiental, tendo como destino final, os lix6es, 0s corpos d'agua e terrenos
baldios das cidades (SUDEMA, 2004), podendo ser esta uma das razdes dos altos indices de
contaminacdo encontrada nos animais da regiéo.

No que diz respeito a parametros hematolOgicos estes apresentaram valores
semelhantes aos relatados em trabalho recente para peixes-bois marinhos cativos na Flérida
(HARVEY et al., 2009), com pequenas ressalvas. Alguns animais apresentaram valores de
VCM (volume corpuscular médio) aumentado, esta referéncia ajuda no diagnostico do tipo de
anemias quando esta é detectada, porém quando detectado de forma isolada a causa é
desconhecida, mas é possivel considerar a existéncia de diferenca no metabolismo do ferro.

Animais deste estudo apresentaram ainda uma diminu¢do do nuimero de leucdcitos
(média 4,58 x 10°L) quando comparados aos animais da Flérida (6,64 x 10°L), porém, com
excecdo de trés animais cativos nos ocenarios de Itamaracd que apresentaram uma leucopenia
(2,7; 2,3; 2,5 x 10°L) os valores variaram entre 4 e 8,7 x 10°L, sendo considerados normais
para espécie (HARVEY et al.,, 2009). Estas Leucopenias ndo apresentaram nenhuma
correlagdo com metais ou biomarcadores em questao.

Os dados de monitoramento do comportamento animal ndo permitiram estabelecer
uma conexdo com qualquer outro pardmetro estudado. O peixe-boi marinho é um animal de
grande porte e baixas taxas metabolicas, isso estabelece o comportamento de repouso como
uma de suas principais caracteristicas comportamentais (HARTMAN, 1979). Para tanto, fica
dificil detectar alteracbes neurocomportamentais nestes animais a ponto estabelecer uma
conexd@o com presenca de elementos toxicos, uma vez que parte destes animais estudados
estava em condi¢Ges de cativeiro sem enriquecimento ambiental, podendo estas estar
diretamente ligada a este tipo de alteracdo comportamental (MASON, 1991).

Os resultados deste estudo ajudam a preencher uma importante lacuna para o

conhecimento da contaminacdo aquatica em sangue de peixes-bois marinhos no pais. Os
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niveis encontrados geram subsidios para maiores esforcos de investigacdo da qualidade do
habitat dos animais, especialmente os que habitam a regido da Paraiba. E preciso investigar as
possiveis fontes de contaminacdo e monitorar o ambiente para a garantia de proporcionar uma
eficiente readaptacdo dos animais a natureza e desenvolvimento dos mesmos apds a
reintroducdo, e ainda, lutar para a preservacdo destas areas que estdo entre as de principais
ocorréncias da espécie. Esperamos que estas informacdes auxiliem no desenvolvimento de

estratégias de manejo e conservacao da espécie no Brasil.
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5.1 Introducao

Mamiferos aquéaticos sdo mantidos em cativeiro em vérias partes do mundo. Por se
tratarem de animais marinhos, que habitam &guas turvas e deslocam-se entre estuérios e mar
aberto, a réplica do habitat de vida do peixe-boi marinho ndo é uma tarefa facil, o que pode
resultar em um recinto pobre e previsivel. Segundo Wemelsfelder (1997), ambientes assim
podem induzir um animal a diferentes respostas comportamentais negativas, tais como
frustracdo, apatia e comportamentos estereotipados.

As estereotipias tém uma importancia especial, pois elas podem ser indicadores
comportamentais confidveis de um baixo nivel do bem-estar animal (MASON, 1991;
MASON; LATHAM, 2004), consideradas como uma cicatriz de ambientes inadequados
(SWAISGOOD; SHEPHERDSON, 2005). Alguns estudos sugerem uma relacdo de
estereotipia com técnicas de manejo (GRANDIA et al., 2001), periodo do dia (GRANDIA et
al., 2001), periodo do ano (CARLSTEAD et al.,, 1991), frequéncia de interacdo social
(FISCHBACHER; SCHMID, 1999) e tamanho do habitat de vida na natureza (CLUBB,;
MASON, 2003).

O termo “estereotipia” pode ser definido a partir de trés caracteristicas: (i) possuirem
um padrdo definido, (ii) serem frequentemente repetidos e (iii) ndo possuirem uma razédo
conhecida para sua execucdo (KEIPER, 1969; MARRINER; DRICKAMER, 1994; MASON,
1991).

Infelizmente, um ndmero reduzido de estudos abordam a tematica da estereotipia em
cativeiro para mamiferos aquaticos, entre eles podemos ressaltar trabalhos com o Urso Polar,
Ursus maritimus (GRITTINGER, 2004; ROSS, 2006; WECHSLER, 1991), pinipedes
Odobenus rosmarus (KASTELEIN et al., 2007; KASTELEIN; WIEPKEMA, 1988; 1989;
MASON, 2010), Eumetopias jubastus e Phoca vitulina (GRINDROD; CLEAVER, 2001).
Até 0 momento, nenhum trabalho abordou o grupo dos sirénios.

O peixe-boi marinho (Trichechus manatus), animal herbivoro e pertencente a ordem
sirénia, se distribui ao longo de estuarios, lagos e costa oceanica da Flérida, limite norte, até a
costa nordestina do Brasil, seu limite sul (LEFEBVRE et al., 2001). Do ponto de vista de sua
conservacao no mundo, ele é classificado como "Vulneravel” (IUCN, 2010). No Brasil, ele é
0 mamifero aquatico mais ameacado de extin¢do (IBAMA, 2001).

A literatura revela estudos comportamentais deste sirénio sdo realizados
internacionalmente (BLAIR IRVINE, 1983; HARTMAN, 1979; KING; HEINEN, 2004;
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MARSHALL et al., 1998; MARSHALL et al., 2003; NOWACEK et al., 2004; O'SHEA,;
KOCHMAN, 1990; REYNOLDS; ODELL, 1991) mas com poucos registros para o Brasil
(ARAUJO; MARCONDES, 2003; GOMES et al., 2008). Essa ¢ uma lacuna que deve ser
imediatamente preenchida pois estudos comportamentais podem ser utilizados como
ferramentas de acompanhamento do bem estar animal, bem como auxiliar em estratégias de
manejo e conservagdo da espécie.

No Brasil o Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Mamiferos Aquaticos
(CMA/ICMBIO) e a Fundacdo Mamiferos Aquaticos (FMA) atuam em atividades de resgate,
reabilitacdo e reintroducdo de sirénios através do Projeto Peixe-Boi. Animais resgatados na
costa nordestina do Brasil sdo encaminhados ao projeto onde permanecem em um periodo de
reabilitacdo em oceanarios artificiais. Apds aproximadamente 4 anos nesse tipo de cativeiro,
ou até que sejam considerados aptos pela equipe de veterinarios, eles sdo translocados para
cativeiros em ambiente natural, os quais, por fornecem condicGes idénticas as da natureza,
servem para a readaptacdo dos animais antes da soltura definitiva.

A presente pesquisa teve como objetivo investigar a presenca de estereotipia em trés
grupos de peixes-bois (Trichechus manatus) criado em dois tipos de ambientes: oceanario e
cativeiro inserido em ambiente natural. Esperamos que 0 nosso estudo venha a auxiliar nos
esforcos de melhoria quanto ao bem-estar e a conservacdo desses sirénios ndo apenas
localmente como também internacionalmente, através de informagdes acerca de possiveis

respostas negativas ao cativeiro.

5.2 Metodologia

5.2.1 Animais e Cativeiros

Os animais selecionados para o estudo formavam trés grupos distintos, sendo um
grupo mantido em oceanario na base de reabilitacdo do Projeto Peixe-Boi (llha de
Itamaracad/PE), sendo este composto por sete animais, e 0s outros dois grupos mantidos em
cativeiros construidos no ambiente natural nas bases de readaptacao, nos estados da Paraiba e
Alagoas, seno cada um destes compostos por quatro animais. Todos 0s peixes-bois marinhos
estudados faziam parte do programa de reintroducdo por isso possuem acompanhamento

veterinario constante e condi¢Oes de satde semelhantes (LIMA et al., 2007).
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O monitoramento dos animais cativos de Itamaracd (Grupo 1), foi realizado em
dezembro de 2009, o grupo era formado por quatro fémeas e trés machos que estavam em
periodo de reabilitagdo e foram mantido nos oceanarios de reintroducdo. O mesmo é formado
por duas estruturas interligadas, onde cada uma destas apresentava a capacidade de 67,84 m®e
31,80 m® (respectivamente 5,30m comprimento x 4m de largura x 3,20m de profundidade e
5,30m comprimento x 4m de largura x 1,50m de profundidade).

Os animais mantidos no cativeiro em ambiente natural da Paraiba (Grupo 2) foram
monitorados em margo de 2010 e estavam no recinto ha aproximadamente seis meses sendo
constituido por uma fémea e trés machos. O cativeiro natural localiza-se na gamboa Caracabd,
no estuario do Rio Mamanguape do referido estado. A instalacdo é circundada por uma
extensa area de manguezal e possui 36m de largura na sua porcao posterior, 30m de largura na
parte anterior e 63m de comprimento, resultando em uma area de 2500mz2.

Ja o Grupo 3, formados por uma fémea e trés machos, foi monitorado no més de
setembro de 2009 e os animais estavam mantidos no recinto de readaptagédo, localizado em
um brago do rio Tatuamunha, na cidade de Porto de Pedras, estado de Alagoas. Este local,
com aproximadamente 1.260 m3 de volume minimo, estava circundado por uma area de
aproximadamente, 1.050 m2, onde todos 0s animais estavam no recinto ha aproximadamente 3

meses.

Procedimentos

5.2.2 Alimentacéao

Os animais do grupo 1 eram alimentados com faner6gamas marinhas (capim-agulha) e
vegetais (cenoura e beterraba) como suplemento alimentar somente apos as 17 horas, através
de canos submersos em 3 pontos do oceanario.

Ao que concerne os animais dos grupos 2 e 3 a alimentacéo era ofertada de duas a trés
vezes ao dia, sendo estes itens dispostos em locais diferentes através de canos submersos na

tentativa de simular a forma de fixacdo dos itens alimentares encontradas na natureza.

5.2.3 Observacdes dos animais

Para 0 monitoramento etolégico o método animal focal (ALTMANN, 1974) foi

utilizado em sessBes de trés minutos, em um periodo de 30 dias de observacdo em cada um
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dos trés grupos. Foram realizadas oito horas de esforco por dia (Tab. 1). O total de eforco de
observacao foi de 549,45 horas, sendo 202,2h desprendidas com os animais do grupo 3,
durante 0 més de setembro de 2009, 188,2 h de monitoramento do grupo 1, no més de

dezembro de 2009 e 159,05h no grupo 2, no més de marco de 2010.

5.2.4 Etograma

Foram registrados 36 comportamentos durante todo periodo de monitoramento (Anexo
1), sendo, quatro destes, indicadores de estereotipia de cativeiro:

Bater Cabeca em Estrutura Limitante (CABEL) — O animal bate a cabeca com forca
em estruturas limitantes do recinto (parede de fibra ou cerca madeira) de maneira constante,
que pode ser variavel e durar alguns minutos (Medina, 2008).

Natacdo em Circulo (NAD CIRC) - O animal desloca-se no recinto, ao redor de um
eixo, em movimento circular continuo, durante tempo variavel (Medina, 2008).

Vai e Vem (VAI VEM) - O animal realiza o0 movimento de vai-vem, balangando o
corpo de maneira constante para frente e para tras, durante tempo indeterminado (Medina,
2008).

Bater Focinho (BF) — O animal fica com corpo imovel proximo a objeto fazendo
movimentos com focinho (apenas a parte muscular) rapidamente para cima e para baixo

tocando em objeto ou na linha da 4gua. A cabeca ndo acompanha o0 movimento.

5.2.5 Analise dos dados

Para obtencéo da razéo da frequiéncia da estereotipia foi contabilizado a quantidade de
vezes em que um animal apresentava tal comportamento por sessao, dividido pelo nimero
total de sessdes para aquele mesmo animal (posteriormente, os dados dos animais nos trés
ambientes foram comparados entre si). Para se verificar uma possivel diferenca na quantidade
de tipos de estereotipia entre os trés ambientes somou-se 0 nimero maximo de estereotipias
apresentado por cada um dos animais e procedeu-se a comparagao entre os ambientes. Para as
analises foi utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de multipla comparagdo de
Dunn. Foram considerados significativos os resultados cujo p < 0.05 (bilateral). As analises

estatisticas foram realizadas através do programa Instat 3.0 (GraphPad, Inc.).
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5.3 Resultados

O numero de tipos de comportamentos indicadores de estereotipias em Pernambuco
(PE) foi significativamente maior do que os obtidos em Alagoas (AL) e na Paraiba (PB)
(Kruskal-Wallis: N=15; KW=10,61; p=0,0050; teste de Dunn: PE vs. PB, p<0,05; PE vs. AL:
p<0,05). No entanto, ndo houve diferenga estatistica entre Alagoas e Paraiba quanto ao
numero dos tipos de estereotipia (teste de Dunn: AL vs. PB, n.s.) (Fig. 1).

De uma forma semelhante, a quantidade de vezes que os individuos apresentaram 0s
comportamentos estereotipados, por sessdo, foi significativamente maior em Pernambuco
(PE) do que nos dois outros locais (Alagoas, AL e Paraiba, PB) (Kruskal-Wallis: N=15;
KW=10,81; p=0,0048; teste de Dunn: PE vs. PB, p<0,05; PE vs. AL: p<0,05). Ndo houve
diferenca significativa quanto a esse aspecto entre Alagoas e Paraiba (teste de Dunn: AL vs.
PB, n.s.) (Fig. 2).

0,3

0,25

0.2

0,15

0,1

0,05

Média de estereotipias por sesséo

-0,05
PE PB AL

Ambientes

Fig. 1. Numero médio de estereotipias, por sessdo, apresentado pelos peixes-bois de acordo
com os ambientes estudados. Os dados sdo mostrados como medianas e amplitude
interquartis. Estatistica: Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (letras diferentes: p<0,05;
letras iguais: n.s.). n=16. Ambientes: PE = Pernambuco; PB = Paraiba; AL = Alagoas.
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Fig. 1. Quantidade de tipos de estereotipias apresentado pelos peixes-bois de acordo com 0s
ambientes estudados. Os dados s@o mostrados como medianas e amplitude interquartis.
Estatistica: Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (letras diferentes: p<0,05; letras iguais:
n.s.). n=16. Ambientes: PE = Pernambuco; PB = Paraiba; AL = Alagoas.

Os comportamentos “Vai e Vem”(Vai Vem) e “Bater Cabe¢a em Estrutura Limitante”
(CABEL) s6 foram encontrados em animais que estavam nos oceanarios, dos quais, de um
total de sete animais, dois apresentaram registros de CABEL e trés de Vai Vem. Ja o registro
de “Natagdo em Circulo” foi encontrado em todas as bases (Tab 1). Embora presente na quase
totalidade dos animais de PE (85%), ndo houve uma diferenca significativa entre "Nadar em
Circulo” em PE e nos outros dois ambientes (presente em 50% dos animais) (teste exato de

Fisher: N=15; p=n.s.).
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Tabela 1. Presenca dos comportamentos estereotipados nas trés areas de estudos, onde
X indica presenca e — indica auséncia do comportamento.

Animais | Sexo Idade CABEL | NAD CIRC VAI VEM

B6 Fémea 3 - X X
m Canoa Fémea 4 X - -
a Maya Fémea 3 - X -
3 Noel Macho 4 - X X
= Telinha | Fémea 3 X X -
o Tupa Macho 6 - X -

Zoé Macho 6 - X X
~ Guape Macho 15 - X -
8_8 Mel Fémea 10 - - -
S & | Tico Macho 10 - - -
O Pua Macho 6 - X -
o Atol Macho 8 - - -
8_3 Tinga Macho 8 - - -
> < | Arani Macho 8 - X -
O Cristal Fémea 6 - X -

5.4 Discussao

Neste trabalho foi possivel visualizar um maior registro de comportamentos de
estereotipia em animais cativos em oceanario sem enriquecimento ambiental algum quando
comparado a animais cativos em ambientes naturais, onde existem recursos de interacéo,
pontos de fuga, vegetacdo e turbidez da agua idénticos ao habitat de vida livre do animal.
Antes da introducdo do conceito de enriquecimento ambiental por Markowitz (1982), a
maioria dos ambientes artificiais eram estruturalmente simples e sem resposta ao
comportamento. Normalmente, esses ambientes ndo fornecem aos animais a oportunidade de
interagir com o meio de forma a estimular o desenvolvimento das habilidades sensoriais e
cognitivas, ou permitir a execu¢do de comportamentos tipicos da espécie (MORGAN;
TROMBORG, 2007).

Os animais cativos em oceanarios (Grupo 1) apresentaram registros de todos 0s
comportamentos estereotipados registrados no estudo, onde os animais em algum momento
apresentaram algum destes comportamentos. Isso pode ser explicado pelo tamanho da area
ndo ser suficiente para que o animal realize atividades basicas como deslocamento e
exploracdo do ambiente, ou ainda por se tratar de um ambiente previsivel onde animal ndo

precisa procurar comida, nem lutar pela prépria reproducdao (WEMELSFELDER, 1997).
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Foi visivel a menor freqiéncia de comportamentos estereotipados em animais
mantidos em cativeiros naturais quando comparado aos cativos em oceanarios. Apesar dos
espécimes mantidos em cativeiro natural (grupo 2 e 3) terem passado parte de suas vidas nos
ocenarios e possivelmente terem sofrido as mesmas influencias do ambiente desfavorecido,
este resultado aponta uma possivel recuperacdo do bem estar dos mesmos com a mudanca de
ambiente. Ross (2006) confirma que mudangas no ambiente e melhoramento do recinto de
exposicdo dos animais tém apresentado resultados positivos nos animais em curto espaco de
tempo.

Estudos prévios realizados com ursos polares em cativeiro sugerem que O
comportamento estereotipado ndo precisa estar necessariamente relacionado a altos niveis de
atividade (WECHSLER, 1991) e pode diminuir com o tempo (GRITTINGER, 2004).

Neste estudo podemos observar que os animais do grupo 2 e 3, que estavam mantidos
em um cativeiro com grande quantidade de areas cobertas por manguezais, que proporcionam
pontos de fuga, e dispondo de visitagdo restrita apenas a uma das margens do recinto,
apresentaram menos frequéncia do comportamento estereotipado. Enquanto os animais do
grupo 1, que apresentaram um “pior” resultado em relacdo a comportamentos que
demonstram o bem-estar animal, ndo sdo expostos a visitagdo, porém sdo mantidos em um
oceandrio sem recursos de fuga e sem enriquecimento ambiental algum. Estes resultados
corroboram com achados por Stephen Ross (2006), que demonstra um efeito significativo em
relacdo ao comportamento e bem estar dos animais e a oportunidade a ocuparem uma area
restrita, um “ponto de fuga”. Em seu estudo ele comprova que os animais aumentaram o
comportamento social, a frequéncia de natagdo e investigacdo ambiental o que pode ser
indicativo de melhora na qualidade de vida do animal.

A natacdo em circulo foi encontrada em animais de todos 0s grupos, mas com maior
freqliéncia nos espécimes do grupo 1. O comportamento de estereotipia mencionado € muito
conhecido em mamiferos aquaticos. Kastelein e Wiepkema (1989), ja reportavam
manifestacdes de nado em circulo como movimentos estereotipados em morsas (Odobenus
rosmarus divergens) e obtiveram uma diminuicdo desta estereotipa com enriquecimento
ambiental voltado a alimentacdo dos animais em varios outros estudos (KASTELEIN et al.,
2007; KASTELEIN; WIEPKEMA, 1988; 1989).

Em relacdo a influéncia no periodo de alimentacdo, observamos que o grupo 1, que s
recebia alimentacdo ap6s as 16 horas,apresentou maior ocorréncia de estereotipia em relacéo
aos demais grupos, os quais eram alimentados durante o dia. Segundo Bassett e Buchanan-

Smith (2007), algumas medidas podem ser tomadas para aumentar a freqiéncia de eventos
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positivos na vida dos animais em cativeiro, tais como o fornecimento de uma alimentagédo
variada e a introducdo de enriquecimento ambiental. Os autores sugerem que a variacdo
espacial e temporal do oferecimento dos alimentos, simulando a situacdo de forrageamento
em vida livre, estimula comportamentos exploratérios e aumenta o bem-estar dos animais em
cativeiro.

Peixes-bois marinhos consomem cerca de 8% de sua massa corporal em plantas
aquaticas por dia (REYNOLDS; ODELL, 1991), isso confere sua principal ocupacdo, a
alimentacdo (HARTMAN, 1979). Desta forma, a falta de oferta alimenticia diurna para os
espécimes do grupo 1 pode ter contribuido para a situacdo de estresse detectada em todos 0s
animais cativos desta base.

Nas Ultimas décadas, procurando propiciar melhores condicBes a animais cativos, 0s
pesquisadores tém desenvolvido inimeras estratégias para tonar os recintos semelhantes ao
habitat de vida natural dos animais, através da interactividade dos ambientes tradicionais e
artificiais sobre o comportamento e a salde dos animais em cativeiro (MARKOWITZ, 1982;
SHEPHERDSON et al., 1998; WEERD et al., 1997).

O enriquecimento ambiental € uma técnica de manejo animal com estratégias
temporais, fisicas, sociais e sensoriais que visam oferecer uma série de estimulos que possa
aumentar o conforto e a capacidade de adaptagdo tanto fisiologica quanto psicoldgica do
animal ao cativeiro (FOX et al., 2006). Segundo Rabin (2003) é ainda um meio de encorajar
0S animais a expressarem comportamentos naturais tipicos da espécie. Desta forma, com o0s
resultados do presente estudo reforcamos as recomendacdes de cativeiros com enriquecimento
ambiental apropriados para os peixes-bois marinhos, de forma a contribuir para o bem-estar
animal e a conservagdo dessa espécie, bem como acompanhamento das mudancas

comportamentais no periodo de translocacdo destes animais para natureza
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6. Considerac0Oes Finais

Os resultados deste estudo apresentaram os primeiros relatos de contaminantes por
metais pesados em peixes-bois marinhos no Brasil enquanto a enzima butirilcolinesterase foi
testada pela primeira vez no grupo dos mamiferos aquaticos até onde tivemos acesso. Os
resultados preencheram uma importante lacuna para o conhecimento da contaminagédo
aquatica em sangue de mamiferos marinhos no pais. Animais de diferentes regides
mostraram-se afetados conforme o local em que sdo mantidos, apresentando valores
considerados altos especialmente para elementos ndo essenciais. Apesar dos niveis relatados
serem consideravelmente maiores que 0s encontrados em muitas espécies de mamiferos
aquaticos, ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo efetiva com efeitos deletérios a satde
dos animais baseados nos parametros analisados.

Estes resultados despertam para uma maior atencdo na qualidade ambiental das areas
onde s&o mantidos estes animais, recomendando esforgos em pesquisas futuras para verificar
niveis de contaminacdo nestes ambientes, bem como quantificacdo dos niveis de metais
encontrados nos itens alimentares ofertados aos animais.

Os resultados encontrados no teste da enzima Butirilcolinesterase sugerem a
continuidade de pesquisas de forma a abordar investigagdes em compostos da classe dos
oganofosforados e carbamatos que estdo diretamente relacionados a inibicdo desta enzima,
bem como efetuar testes de inibicdo da enzima acetilcolinesterase também amplamente
aplicada neste contexto.

Em relacdo aos comportamentos estereotipados identificados nos animais mantidos
em oceanarios na Ilha de Itamaraca-PE, fica claro compreender a associagdo destas condutas a
cativeiro previsiveis e sem enriquecimento ambiental. Estes resultados apontam para maiores
investimentos no bem estar dos animais cativos, a literatura dispde de varios estudos que
comprovam a diminuicdo de estereotipia em animais cativos a partir do investimento em
atividades de enriquecimento ambiental. A introducdo de novas estratégias de busca de
alimento nos oceanarios, bem como tentativa de replicar o ambiente natural dos animais de
forma mais semelhante possivel, atraves de pontos de fuga e insercéo de itens que permitam a
interacdo dos animais pode proporcionar uma melhoria no bem estar dos animais cativos.

Estudos que monitorem o comportamento dos animais em periodo prévio as

atividades de enriquecimento ambiental e sigam durante o periodo de execucdo podem
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assegurar a qualidade e eficécia dos investimentos de forma a proporcionar melhor qualidade
de vida aos animais e aumentar a chance de readaptacdo dos mesmos a natureza.
Esperamos que os resultados deste estudo possam contribui nas estratégias de

manejo e conservacdo do peixe-boi marinho no pais.
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8. Anexo

Anexo 1

Fonte: Medina (2008); Linhares (2001)

Comportamento

Descricao

AL: Alimentar

Os animais pegam o alimento com os labios,
algumas vezes com a ajuda das nadadeiras e
ingerem o alimento. Permanecem na posicao
vertical ou horizontal com alguma parte do
corpo boiando, geralmente a cabeca.

AB: Abracar

O animal, macho ou fémea, utiliza uma ou
ambas as nadadeiras peitorais para segurar o
outro individuo pelo dorso ou regido lateral

de seu corpo.

Agarr.Oce: Agarrar
Oceanario

O animal utiliza as nadadeiras peitorais
(ambas ou uma s0) para segurar as bordas do
oceanario ou estrutura limitante do recinto,
onde permanece agarrado por determinado
tempo.

BA: Beber agua

Os animais ingerem agua doce proveniente
de fonte artificial.

BJ: Beijar

O animal, macho ou fémea, aproxima-se do
outro, permanecendo com os labios
encostados por alguns minutos.

BC: Bater Cabeca

O animal bate cabeg¢a na linha d’agua ou
contra outro animal.

BF: Bater Focinho

O animal bate o focinho inUmeras vezes em
qualquer estrutura fixa do recinto. Ele
permanece com o corpo imovel
movimentando apenas o focinho contra o
objeto.

BN:Bater Nadadeira

O animal bate a nadadeira peitoral em outro
animal ou na linha dagua.

Bolhas

O animal forma bolhas em baixo dagua, com
liberacgdo do ar pelas narinas.

CABP: Bater Cabeca em
estrutura limitante

O animal bate a cabega com forca na parede
de maneira constante, que pode ser variavel e
durar alguns minutos.

CAMB: Cambalhota

O animal gira em torno do prdprio eixo
corporal virando uma cambalhota.

CAU: Bater Cauda

O animal repele o outro com movimentos da
nadadeira caudal, em diferentes angulacdes,
podendo ou ndo atingir o corpo do outro
animal.

COC: Cogar

O animal esfrega alguma parte do corpo:
cabeca, focinho, ventre, olho, ou costas com
uma ou ambas nadadeiras.




COPRO: Coprofagia

O animal ingere as fezes de outro animal ou
aquelas que encontra boiando na superficie
da agua.

D: Deslocamento

O animal desloca-se pelo recinto com
movimentos exploratorios.

DL: Deslocamento Lento

O animal desloca-se pelo recinto de maneira
lenta.

EMP: Empurrar

O animal empurra com seu corpo ou com
uma ou ambas nadadeiras peitorais o seu
oponente, impedindo que 0 mesmo se
aproxime do alimento, da torneira de agua
ou de outro animal.

1.O: Interagir com
objeto

Animais interagem com objetos presentes no
recinto.

L.C: Limpar Corpo

Os animais usam as nadadeiras peitorais e 0
focinho, para remover sobras de pele ou
algas do corpo de outro animal; em algumas
ocasides, eles ingerem esses pedacos de pele
ou algas.

Animal se alimenta de leite ofertado na

MM: Mamando .
mamadeira pelos tratadores.
. Animal esta sendo manejado pela equipe
Manejo técnica.
MERG: Mergulhar Animal afunda na ft;legrtrj]?)go recinto por longo

MONT: Montar

O macho coloca-se sobre o dorso da fémea e,
nesse momento, geralmente apresenta o
pénis.

MORD NAD: Morder

Animal coloca nadadeira peitoral na boca e

nadadeira segura por certo tempo.
O animal desloca-se no recinto, ao redor de
NAD O: Nadar em . . . .
circulo um eixo, em movimento circular continuo,

durante tempo variavel.

OBS: Observacéo

O animal observa os tratadores ou qualquer
outra pessoa proximo ao recinto.

PARAF: Parafuso

O animal desloca-se para frente,
apresentando movimentos de giro em torno
do proprio eixo corporal.

R: Repouso

O animal permanece imovel e com os olhos
fechados apresentando apenas movimentos
de deslocamento do corpo em direcdo a
superficie, para respirar em intervalos
variaveis.

RJ: Repouso Juntos

Varios animais permanecem imaoveis, em
posicao horizontal, com os olhos fechados, a
cabeca ereta ou inclinada para baixo, durante

tempo variavel.

SENT: Sentar

O animal encosta a cauda curvada no fundo
do recinto e permanece com parte do corpo
para fora da linha da agua. O corpo
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permanece vertical.

SUG: Sugar O animal suga as bordas do recinto.
TENT MM: Tentando O animal tenta mamar enquanto tratador
Mamar oferta mamadeira a outro animal.

TF: Tocar Focinho

Os animais, de ambos 0s sexos, tocam com o
seu focinho na regido dorsal, na cabega ou no
focinho do outro animal.

TN: Tocar Nadadeira

Os animais, de ambos 0s sexos, tocam com
uma de suas nadadeiras na regido dorsal, na
cabeca ou no focinho de outro animal.

VV: Vai e Vem

O animal realiza 0 movimento de vai-vem,
balangando o corpo de maneira constante
para frente e para tras, durante tempo
indeterminado.

I.T: Interagir com
tratador

Animal interage com tratador que se encontra
na érea do recinto.
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