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RESUMO

Sotalia guianensis ¢ um cetdceo odontoceto amplamente distribuido ao longo da costa da América Central e do
Sul, desde Honduras até o Brasil, e estd atualmente categorizada como “quase ameagada” pela IUCN. Estudos
anteriores demonstraram que o teor mineral aumenta com a maturagao 6ssea e decresce apds atingir a maturidade.
Desta forma, este trabalho avaliou a composi¢ao mineral de 33 espécimes de S. guianensis e verificou se este fator
influencia o desenvolvimento 6sseo. As idades dos animais foram estimadas; a partir da contagem das camadas
anuais de crescimento nos dentes. A analise do conteudo mineral 6sseo (CMO) dos timeros foi realizada por
espectrometro de emissdo atomizado. De modo a avaliar a correlagdo entre o CMO e as variaveis idade e
comprimento total, foi realizado o teste de correlagdo de Spearman. O Ca médio foi de 360,2ug g ', P de 171pg
g 'e Mgde 334ug g . A andlise da composi¢do mineral 6ssea da espécie S. guianensis apresentou baixa
correlagdo com a idade e comprimento total; entretanto, foi observada uma maior concentragdo de P em individuos
imaturos, em comparagdo aos maduros.

Palavras-chave: Contetdo mineral ésseo, nadadeira peitoral, Boto-cinza.

ABSTRACT

Sotalia guianensis is an odontoceti cetacean that is broadly distributed on Central and South American coasts,
from Honduras to Brazil, and is currently categorized as “Near threatened” by the IUCN. Previous studies proved
that the mineral content increases with bone maturation and decreases after reaching maturity. Therefore, this
study evaluated the mineral composition of 33 specimens of S. guianensis and verified if this factor influences bone
development. The ages of the animals were estimated by counting the annual growth layers on the teeth. Bone
mineral content (BMC) analysis was performed by atomic emission spectrometer. To evaluate the correlation
between BMC and the variables age and total length, the Spearman correlation test was carried out. The average
Ca was 360.2ug g7/, the average P was 171ug g, and the average magnesium was 3.34ug g”'. The analysis of the
bone mineral composition of the S. guianensis species showed a low statistical correlation with age and total
length; however, a higher concentration of P was observed in immature individuals compared to the mature ones.

Keywords: Bone mineral composition, pectoral fin, Guiana dolphin.

INTRODUCAO

A Sotalia guianensis, popularmente conhecida no Brasil como Boto-cinza, possui
abrangente distribui¢cdo ao longo da costa do pais, estando associada as areas de baias e estuarios
e esta classificada como ‘“quase ameacada” de extingdo (DE FREITAS NETTO e DI
BENEDITTO, 2009; IUCN, 2017). Devido a sua proximidade com dareas de atividades
antropicas, essa espécie sofre com impactos como, poluicdo quimica e sonora, destrui¢do de
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habitat, colisdo com embarcagdes e captura acidental em rede de pesca; por isso pode ser
utilizada como sentinela da qualidade do ambiente costeiro (DOMICIANO et al., 2016;
FLORES et al., 2018). A espécie apresenta a idade méxima estimada de 35 anos, com a
maturidade fisica da populacdo ocorrente no litoral do Espirito Santo atingida aproximadamente
aos 6 anos ¢ com 189cm de comprimento total, considerando o incremento de densidade
mineral nos ossos das nadadeiras peitorais (AZEVEDO et al., 2015).

Os membros toracicos dos cetaceos sao compostos por umero, radio, ulna, metacarpos,
ossos do carpo e falanges (SIMOES-LOPES e MENEZES, 2008). Os 0ssos apresentam rapido
crescimento inicial, durante a fase fetal e, durante o periodo pds-natal, a nadadeira cresce na
mesma propor¢ao que o corpo, em algumas espécies de cetaceos, com crescimento estabilizado,
por volta dos dois anos de idade em S. guianensis; entretanto, nao foi observado dimorfismo
entre machos ¢ fémeas (CALZADA e AGUILAR, 1996; AZEVEDO et al., 2015).

Por se manter conservado, mesmo em avangados estdgios de decomposi¢do, o
esqueleto Osseo ¢ utilizado em estudos morfologicos e para avaliagdes de desenvolvimento
corporal (PIMPER et al., 2009; CACERES-SAEZ et al., 2016). O tecido 6sseo ¢ dindmico,
apresenta influéncias fisiologicas, hormonais, nutricionais e, nele a matriz inorganica
corresponde a aproximadamente 70%, enquanto as demais por¢gdes sdo correspondentes a
matriz organica e, em menor quantidade, a agua (RATH et al., 2000; FLORENCIO-SILVA et
al., 2015). A matriz inorganica ¢ constituida, predominantemente, por calcio (Ca) e fosforo (P),
encontrando-se em sua maior parte na forma de hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2). O magnésio
(Mg) ¢ outro mineral associado a tecidos calcificados (WEATHERELL et al., 1974) e também
pode ser encontrado na matriz organica, na forma de fosfato de Magnésio (Mg(POs)>) (FIELD,
2000).

A composicdo mineral ¢ uma representacdo quantitativa dos minerais do o0sso,
tratando-se do resultado do balanceamento da formagao ¢ da reabsorcao ossea e ¢ influenciada
por fatores como idade, peso, dieta e estado fisiologico (KATZMAN et al., 1991; KEENE et
al., 2004; DA SILVA et al., 2010). No Boto-cinza a deposicdo de massa 6ssea do tmero ¢
intensa nos primeiros estagios de vida e se estabiliza, quando o animal atinge,
aproximadamente, 13 anos de idade (AZEVEDO et al., 2015).

O conhecimento da fisiologia e do contetdo mineral 6sseo ¢ essencial para oferecer
subsidios para o aperfeicoamento de estudos sobre patologias 6sseas que acometem os cetaceos.
O presente estudo teve como objetivo analisar o conteudo mineral dsseo de nadadeiras peitorais
de S. guianensis e avaliar as mudancas que ocorrem nas varidveis estudadas, segundo o
crescimento, sendo este o primeiro estudo do contetido mineral 6sseo da espécie.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

Trinta e trés espécimes de S. guianensis, provenientes de encalhes ou capturas
acidentais em redes de pesca, encontrados na costa do estado do Espirito Santo, foram
recolhidos pela Organizacao Consciéncia Ambiental (Instituto ORCA), entre margo de 2009 e
fevereiro de 2013. O trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA,
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da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, sob niimero de protocolo
413/2019.

Foram realizadas as mensuragdoes do comprimento total (CT), que consiste desde o
extremo da maxila até a parte mais profunda da comissura da nadadeira caudal (NORRIS,
1961). Animais com mais de 189 cm de comprimento total foram categorizados como
fisicamente maduros (AZEVEDO et al., 2015). Posteriormente, realizou-se a necropsia dos
individuos e desarticulacao escapuloumeral das nadadeiras peitorais, submetidas a técnica de
maceragdo, para obtengdo do umero. O sexo foi determinado, através da andlise do d6rgdo
genital, quando possivel, devido ao estado de decomposi¢do da carcaga.

Processamento das amostras

Os umeros foram secos em estufa a 55 °C por 72 horas e triturados em moinho de bola
TE-350 TECNAL, para homogeneizagdo. Dois gramas da amostra homogeneizada foram
reservados em cadinho de porcelana, para incineracdo em mufla a 550 °C por 4 horas, para
obtengdo das cinzas (GEBHARDT-HENRICH et al., 2017). O processo de transformagao do
osso em cinzas foi realizado no Laboratorio de Zootecnia (LZO) do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias, da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

Para a avaliacdo do cdlcio, fosforo e magnésio (contetido mineral 6sseo), as cinzas do
umero foram diluidas, reservou-se uma aliquota de 0,1g de amostra e adicionou-se 1mL de
solugdo contendo 4cido nitrico (HNO3) 0,5% e acido cloridrico (HCI) 2,6%. Completou-se o
volume com 9mL de dgua deionizada. As aliquotas foram centrifugadas e 0,5mL passou pela
segunda dilui¢do, em que foi adicionada 4,5mL de solucao contendo &cido nitrico 0,5% e acido
cloridrico 2,6%. Para a avaliagdo quantitativa dos elementos presentes, utilizou-se o
espectrometro de emissao atomica por plasma, acoplado indutivamente (ICPE 9000). A analise
foi realizada no Laboratorio de Fitotecnia (LFIT/CCTA) da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro.

Para a estimativa etdria dos espécimes, foram utilizados os trés dentes maiores, mais
retos e com a coroa menos gasta. A estimativa etaria foi baseada na técnica descrita por Hohn
et al. (1989), em que, cada camada de deposicao de dentina € considerada como um ano de vida
do animal. Para os que apresentavam somente a linha neonatal, atribuiu-se a idade de 0,5 ano,
enquanto aqueles que nao possuiam nem a linha neonatal, foram considerados como recém-
nascidos e atribuida a idade de 0 ano. As laminas confeccionadas foram analisadas trés vezes
pelo mesmo pesquisador, no microscopio Optico em aumento de 40x. A confeccao das laminas
foi realizada no Laboratério de Mamiferos Aquaticos e Bioindicadores (MAQUA) da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelo Software R Studio Version 1.0.153 e os
graficos de regressao realizados no Excel 2016. Foi realizada a estatistica descritiva dos dados,
analisando-se média, desvio padrao e valores maximos € minimos. Para avaliar a normalidade
dos dados foram empregados os testes de Shapiro Wilk (p<0,05) e de variancia para avaliagdo
de diferengas estatisticas, através dos testes t de Student e Mann-Whitney (p<0,05). As
correlacdes de Spearman e Pearson foram realizadas, entre as variaveis analisadas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizados 33 espécimes de S. guianensis, 19 machos, 10 fémeas e 4 ndo tiveram
o sexo determinado, devido ao avangado estagio de decomposicdo da carcaga. A idade variou
de 0 a27 anos e o comprimento total de 122 a 206cm, com média de 175,8cm. Entre os animais
analisados, 19 (57,58%) eram imaturos e 14 (42,42%) maduros.

O calcio (Ca) variou de 324 a 390 pg g ' (£15,20), com média de 360,2 pg g ', fosforo
(P)de 151 a 184pg g ' (+7,77), apresentando média de 171ug g ! e o magnésio (Mg) de 2,75 a
dug g ! (£0,33), com média de 3,34ug g'. Ao analisarem ossos de Chevron de
Cephalorhynchus c. commersonii (golfinho-de-commerson), utilizando espectrofotometria de
absorcdo atdmica (AAS), concentragdes de 0,11pg g ! (£0,0013) de Ca e 0,004 (£0,008) de Mg
(CACERES-SAEZ et al., 2016).

Em estudos de determinagao da concentragdo dos elementos em ossos Chevron de C.
c. commersonii € Pontoporia blainvillei (toninha) foram encontradas maiores concentragdes de
Ca e P, enquanto Na e Mg apresentaram valores inferiores, mas similares entre si, seguidos de
Fe e Zn (CACERES-SAEZ et al., 2016). Ao analisar os elementos tragos presentes em 0ssos
de P. blainvillei, as concentracdes foram, em ordem decrescente, Zn > Sr > Fe > Al > Mn > Cu
>Pb > Cr>Ni> As > Hg > Cd > Se (GARCIA-GARIN, 2021).

Estudos de diferentes partes do esqueleto (costela, fémur e vértebra) e de bulas
timpanicas de cetaceos, artiodactilos semiaquaticos e terrestres, quantificaram o contetdo
mineral e observaram diferengas significativas entre estas bioapatitas; porém, os resultados
foram apresentados em porcentagem mineral (65,3%), sem especificar de quais e o carbonato
na porcentagem de 6.1%, empregando Andlise de Difracdo de Raios-X (KIM et al., 2014). Na
bula timpanica de Baleia-bicuda-de-blainville (Mesoplodon densirostris) foi relatado 247,52¢g
de CMO total, utilizando Absorciometria de raios-X de dupla energia (COZZI et al., 2009).

Utilizando a técnica de microscopia eletronica de varredura acoplada a espectroscopia
de raios-X, em ossos de Chevron das espécies de C. c. commersonii € P. blainvillei, detectaram-
se, respectivamente, 50,19% e 51,03% de Ca; 34,63% e 33,47% de P; 3,05% ¢ 3,51% de Mg
(CACERES-SAEZ et al., 2016).

Em estudo no rostro hipermineralizado M. densirostris, utilizando a técnica de
Fluorescéncia de raios-X, foram observados 36,83% de Ca, 16,50% de P e 0,53% de Mg (LI e
PASTERIS, 2014). Ao utilizar o mesmo preparo de amostra do presente estudo, através da
técnica de plasma acoplado indutivamente em metacarpo de boi (Bos taurus), foram expressos
em propor¢do contidas nas cinzas osseas, 39,8% de Ca, 17,5% de P e 5,65% de Mg (KEENE
et al., 2004).

O calcio ¢ sempre observado como o elemento predominante, seguido de fosforo e,
com menor concentragao, o magnésio. As diferentes medidas, obtidas pelos diversos métodos
empregados na analise da composicao, dificultam a correlagcdo dos resultados, entre as espécies
estudadas até o momento.

Nao foi encontrada diferenga estatistica significativa entre machos e fémeas e entre os
membros direito e esquerdo para a composi¢ao mineral dssea (CMO) da Sotalia guianensis. Ao
analisar o Ca, observamos que a populacdo de machos apresenta dados com menor amplitude
e, consequentemente, valores menos dispersos que a populacdo de fémeas (Fig. 01). Apesar
disso, o comportamento dos dados em ambos os sexos ¢ bem semelhante.
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Figura 01: Boxplot relacionando a concentracdo de calcio (ug g ') do imero de machos e
fémeas, da espécie Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo.

Ao correlacionar o comprimento total e idade com a CMO constatou-se que ndo ha
indicios estatisticos que apontem para uma forte correlacao (Tab. 01).

Tabela 01: Dados estatisticos obtidos através de correlagdo e regressao da composi¢do mineral.

Variaveis y/] r R?
CT X Ca 0,8053 0,04461822 -0,0302
CTXP 0,05631 -0,3354848 0,08392
CT X Mg 0,1196 0,2762997 0,04655
ID x Ca 0,9835 0,003735605 -0,03224
IDxP 0,1276 -0,2706972 0,04338
ID x Mg 0,2812 0,1932679 0,006299

Obs.: (Ca= Calcio; P=Fosforo; Mg= Magnésio) Ossea e os parametros (CT=
Comprimento total e ID= Idade) da espécie Sotalia guianensis.

Os elementos Ca e Mg nao apresentaram diferencas estatisticas entre individuos
maduros e imaturos (Tab. 01). Porém, ha uma diferenga entre a concentragao de P (p=0,04438)
nos grupos maduros e imaturos. Tais diferengas também foram encontradas na concentragdo de
cada espécie Stenella coeruleoalba, em que adultos apresentaram maiores teores. Observou-se
crescimento acelerado do 0sso, nos estagios de feto e recém-nascido, por se tratar de um periodo
de desenvolvimento rapido (HONDA et al., 1984). Individuos imaturos apresentaram maior €
mais dispersa concentracdo de P, apresentando maior variagao (Fig. 02), comparados aos
maduros. Tal mineral apresenta importancia no desenvolvimento dsseo, além de ser constituinte
de todas as cé¢lulas do corpo e importante nos processos metabolicos. Animais em crescimento
necessitam de altas concentracdes de Ca e P em seus organismos, constituintes da
hidroxiapatita, responsavel pela rigidez e resisténcia dssea (DUKES e SWENSON, 1996).
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Figura 02: Boxplot relacionando a concentragio de fésforo (ug g ') do umero com a
maturidade, da espécie Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo.

Na andlise dos elementos majoritarios de varios ossos da espécie S. coeruleoalba, em
animais maduros e imaturos, utilizando AAS, foi observado valores variando de 147 a 312mg/g
de Cae 1,81 a 3,16mg/g (+0,10) de Mg. Nao foram encontradas diferencas nas concentragdes
de Ca, PO4, Na e Mg entre individuos maduros e imaturos; contudo, verificou-se que fetos
possuem concentragdes mais altas de potassio do que adultos (HONDA et al., 1984).

Neste estudo, o calcio apresentou alta correlacdo (r=0,8533, p<0.0001) com o fosforo,
o que pode ser explicado pela associagdo desses elementos na constituicao da hidroxiapatita.
Tal relagdo também foi encontrada em C. commersonii, com valores de r = 0,81 (CACERES-
SAEZ et al., 2016). Li e Pasteris (2014) ao analisarem ossos do rostro de M. densirostris
encontraram a razao Ca/P de 1,73; Honda et al. (1984) relataram aproximadamente 2,00, em
varios ossos de S. coeruleoalba, propor¢do similar’a encontrada neste estudo (2,09), com timero
de S. guianensis.

A idade e a concentracdo de Ca ndo apresentaram correlagdo (p=0,9835; Fig. 03) no
presente estudo, o que também foi relatado em ratos e bovinos, com concentracdes de Ca
constante, mesmo com o aumento da idade (LEGROS et al., 1987). McCalden et al. (1993)
observaram uma pequena oscilagdo e baixa correlagcao (r = -0,19, p<0,05) na concentragao de
Ca™, mensurado pelo método colorimétrico, mas também relatou um declinio de forga, tensdo
final e energia de fratura, ao longo da variagao da idade em humanos.

Os teores de Mg ndo apresentaram correlagdo com a idade (Tab. 01), bem como relatado
por Li e Pasteris (2014) em ossos da bula auditiva em 7. truncatus.

No inicio da vida, a formagdo dssea € maior que a reabsor¢do, na fase adulta ambos os
processos tendem a se equilibrar; ja, em individuos senis, ocorre a perda de matriz dssea,
causada pelo declinio da produgdo em relagao a reabsor¢ao (PESSOA et al., 1997). No presente
estudo, as analises realizadas ndo abrangeram todas as faixas etarias, pois individuos entre 27
(maior idade abordada neste estudo) e 35 anos (idade maxima relatada na literatura) ndo foram
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analisados, por conseguinte poderia ocorrer um declinio da composi¢do em animais mais
velhos.
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Figura 03: Regressdo polinomial (R?>= -0.03224; y = 0.0077x + 360.14) correlacionando a
concentragio de calcio (ug g ') e do imero com a idade (anos), de Sotalia guianensis do litoral
do Espirito Santo.

CONCLUSOES

As propor¢des dos minerais analisados foram similares as encontradas em outras
espécies de mamiferos marinhos estudadas. A proporcdo de célcio e fosforo foi de 2:1 em
Sotalia guianensis, justificada pela constitui¢do da hidroxiapatita. A composi¢ao mineral 6ssea
ndo pode ser utilizada como método de avaliacdo do crescimento, pois esta apresentou baixo
valor de correlacao com a idade e comprimento total, ao realizar a analise em espectrometro de
emissao atomica. No entanto, foi encontrada uma maior concentra¢ao de fésforo em individuos
imaturos comparado aos maduros.
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