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RESUMO

Metais e metaloides sdo encontrados naturalmente na biosfera, mas atividades
antropogénicas podem resultar na liberacdo de grandes quantidades desses
elementos nos ecossistemas aquaticos, oferecendo riscos para comunidades
ecologicas. As metalotioneinas (MT) sdo proteinas de baixo peso molecular que
atuam na desintoxicacdo de metais na maior parte dos seres vivos. Assim como
observado em diversas espécies animais, estudos realizados com aves marinhas
demonstram a existéncia de correlagdes lineares positivas entre as concentragcdes de
metais e MT no figado, rins e sangue, apontando para um potencial uso de MT como
biomarcadores da contaminacdo por esses elementos em ambientes aquaticos.
Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi adaptar as metodologias descritas na
literatura para outras espécies e analisar os efeitos da contaminagdo por metais e
metaloides no figado de albatrozes-de-sobrancelha (Thalassarche melanophris)
encontrados mortos na costa brasileira. Além disso, buscou-se compilar dados de
estudos semelhantes realizados em aves marinhas, presentes na literatura.

Dentre os metais e metaloides analisados, somente 0 zinco apresentou
correlagao linear positiva com os niveis de MT no figado, além de ter sido identificado
por meio de um modelo aditivo generalizado (GAM) como a variavel que melhor
explica as variagdes observadas nos niveis de MT. Outras variaveis detectadas como
preditoras significativas dos niveis de MT através do GAM foram as concentracdes de
cadmio, cobre, mercurio e manganés no figado, a massa corporal e a presenca de
residuos plasticos no trato gastrointestinal. Em todos os casos, as relacfes
identificadas entre os metais e os niveis de MT apresentaram padrdes complexos,
sugerindo a possivel atuacdo de outros mecanismos de desintoxicacao. Além disso,
este trabalho também investigou os diferentes fatores que poderiam ter influenciado

as concentragdes de metais observadas nos individuos analisados.

Palavras-chave: Metalotioneinas; Metais; Metaloides; Aves marinhas; Albatroz-de

sobrancelha;



ABSTRACT

Metals and metalloids are naturally found in the biosphere, but anthropogenic
activities can result in the release of large amounts of these elements into aquatic
ecosystems, offering risks for ecological communities. Metallothionein (MT) are low
molecular weight proteins that act in the detoxification of metals in most living beings.
As observed in several animal species, studies developed with seabirds demonstrate
the existence of positive linear correlations between metals and MT concentrations in
the liver, kidneys and blood, suggesting a potential use of MT as biomarkers of metal
contamination in aquatic environments. Therefore, the objective of the present work
was to adapt methodologies described in the literature for other species and to analyze
the effects of metal and metalloid contamination in the liver of black-browed albatross
(Thalassarche melanophris) found dead on the Brazilian coast, in addition to compiling
literature data from similar studies carried out on seabirds.

Among the analyzed metals and metalloids, only zinc showed a positive linear
correlation with the MT concentration in the liver, in addition to being identified through
a generalized additive model (GAM) as being the variable that better explains the
variation observed in MT levels. Other variables detected through GAM as significative
predictors of MT levels were the cadmium, copper, mercury and manganese
concentrations in the liver, body mass and the presence of plastic residues in
gastrointestinal tract. In all of the cases, the relationships observed between metals
and MT showed complex patterns, suggesting a possible action of other detoxification
mechanisms. Furthermore, this work also investigated the different factors that may

have influenced the metal concentrations observed in the analyzed birds.

Keywords: Metallothioneins; Metals; Metalloids; Seabirds; Black-browed albatross;
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1 INTRODUCAO

Metais e metaloides ocorrem naturalmente na biosfera, derivados
principalmente de atividades vulcanicas e do intemperismo de rochas continentais,
podendo atingir o ambiente aquatico a partir da lixiviacdo do solo e da deposicéo
atmosférica. No entanto, diversas atividades antropogénicas (e.g., mineracao,
fundicdo e atividades agricolas, industriais e urbanas) resultam na liberacdo de
grandes quantidades desses elementos nos ecossistemas, oferecendo riscos as
comunidades bioldgicas presentes nas éareas afetadas (RICHIR; GOBERT, 2016).

Certos metais (e.qg., ferro, zinco, cobre, manganés), tidos como essenciais, s&o
necessarios para o desenvolvimento e manutencdo da homeostase da maior parte
dos organismos. Porém, caso presentes em concentracdes elevadas, esses mesmos
elementos podem gerar efeitos tdxicos nos seres vivos (SOUZA et al., 2019). Por sua
vez, outros metais (e.g., cadmio, mercurio, chumbo), considerados ndo essenciais,
nao possuem nenhuma funcéo fisiolégica conhecida, e podem apresentar toxidade
mesmo em baixas concentragcdes (THERON; TINTINGER; ANDERSON, 2012).
Efeitos negativos gerados pela exposicdo a altas concentracdes de metais e
metaloides ja foram observados em aves, mas os efeitos sinérgicos desses elementos
ainda séo pouco conhecidos em nivel populacional (MA et al., 2022).

Nos animais, os metais sdo obtidos principalmente através da dieta, podendo
interagir com diferentes componentes celulares ou serem armazenados e/ou
desintoxicados principalmente pela formacdo de concre¢fes insollveis ou pelo
sequestro por proteinas ligantes de metais, como as metalotioneinas (MT)
(WALLACE; LEE; LUOMA, 2003; WALLACE; LUOMA, 2003). As MT séo proteinas
intracelulares de baixo peso molecular presentes em uma ampla variedade de seres
vivos. Suas fungbes ainda ndo sédo completamente conhecidas, mas incluem:
homeostase de metais essenciais para o0 organismo; desintoxicagdo de metais nao
essenciais; doacdo de metais a metaloproteinas; e defesa contra danos oxidativos
(ISANI; CARPENE, 2014; AMIARD et al., 2006). Duas isoformas de MT s&o
encontradas nas aves, MT1 e MT2, codificadas por dois genes diferentes, ambas
contendo 63 aminoacidos, incluindo 20 residuos de cisteina em posi¢cdes conservadas
(ISANI; CARPENE, 2014).

As aves marinhas, por serem em geral muito longevas e ocuparem posi¢coes

elevadas nas cadeias troficas, tendem a acumular em seus tecidos grandes
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concentragdes de poluentes, como metais (EINODER; MACLEOD; COUGHANOWR,
2018; BURGER; GOCHFELD, 2004). Esses fatores, somado ao fato desses animais
serem relativamente grandes, conspicuos e frequentemente coloniais, fazem das aves
marinhas possiveis espécies-sentinela para o monitoramento da presenca de
contaminantes nos ambientes aquaticos que ocupam (BURGER; GOCHFELD, 2004).
Os albatrozes cumprem todos os aspectos mencionados acima, e seu monitoramento
pode fornecer informacfes referentes a contaminacdo em regides oceanicas.
Entretanto, o habito pelagico dessas espécies dificulta seu estudo, uma vez que
adultos e ninhegos usualmente sdo acessados apenas durante o periodo reprodutivo
(BILLERMAN et al., 2023; DEL HOYO et al., 2020). Além disso, o comportamento
migratorio dessas aves torna a inferéncia do local de contaminacéo possivel apenas
por meio de analises de isétopos estaveis e/ou técnicas de rastreamento (RENEDO
et al., 2021; BAAK et al., 2024).

Os albatrozes-de-sobrancelha (Thalassarche melanophris) (Figura 1),
apresentam uma populacdo estimada de aproximadamente 2.300.000 individuos,
distribuidos ao longo de todos os oceanos do hemisfério sul do planeta. Sua
alimentacdo é constituida principalmente de crustaceos e peixes, sendo com
frequéncia observados seguindo embarcac¢fes pesqueiras. Assim como a maior parte
das aves pelagicas, os albatrozes-de-sobrancelha permanecem parte consideravel de
suas vidas em alto mar, retornando a terra firme apenas para nidificar em col6nias
presentes em ilhas oceanicas isoladas, normalmente entre os meses de setembro e
outubro. Em geral, essas aves nidificam anualmente nas mesmas coldnias com 0s
mesmos parceiros reprodutivos, depositando um Unico ovo e cuidando do filhote até
o final de abril, quando retornam solitarios a suas areas de forrageamento em mar
aberto. Devido a sua longevidade de décadas e sua posi¢cdo na cadeia trofica, os
albatrozes-de-sobrancelha tendem a acumular grandes concentragcdes de poluentes
em seus tecidos ao longo de seu ciclo de vida (DEL HOYO et al., 2020).
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Figura 1. Albatrozes-de-sobrancelha (Thalassarche melanophris) juvenis. Fonte:

Patricia Pereira Serafini.

Uma série de estudos realizados com diversas espécies de vertebrados e
invertebrados tem apontado para o potencial das MT como biomarcadores de
contaminagdo por metais e metaloides nos ecossistemas marinhos (AMIARD et al.,
2006). Dentre eles, estdo incluidos trabalhos com aves marinhas, que demonstram a
existéncia de correlacdes lineares positivas entre as concentracfes de diferentes
metais, principalmente cadmio (Cd), cobre (Cu), zinco (Zn) e mercurio (Hg), e os niveis
de MT no figado e nos rins da maior parte das espécies (ELLIOTT et al., 1992,
STEWART; FURNESS; MONTEIRO, 1996; ELLIOTT; SCHEUHAMMER, 1997;
TRUST et al, 2000; BARJAKTAROVIC; ELLIOTT; SCHEUHAMMER, 2002,
KOJADINOVIC et al., 2007; BRAUNE; SCHEUHAMMER, 2008; KEHRIG et al., 2015;
ROMERO et al., 2015).

Recentemente, Lima et al. (2022) analisaram as concentragdes dos metais Cd,
cromo (Cr), Cu, chumbo (Pb), manganés (Mn), molibdénio (Mo), Zn, niquel (Ni), bario
(Ba) e vanadio (V) e do metaloide arsénio (As) em amostras de figado de bigua
(Nannopterum brasilianus), de albatrozes-de-sobrancelha e de albatrozes-de-nariz-
amarelo (Thalassarche chlororhynchos) obtidas de animais mortos coletados pelo
Programa de Monitoramento de Praiais da Bacia de Santos (PMP-BS) ao longo de

parte da costa brasileira. Especificamente no albatroz-de-sobrancelha, foram
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observados niveis de As considerados elevados para a maior parte das aves
pelagicas (LIMA et al., 2022). No entanto, pouco se conhece sobre a relagédo entre a
inducdo da biossintese de MT e as concentracbes de metais e metaloides
bioacumulados nesses animais.

Nesse contexto, o presente trabalho buscou elucidar de que forma os niveis de
MT no figado de albatrozes-de-sobrancelha sao influenciados pelas concentracdes de
metais e metaloides nesse 6rgdo, além de avaliar outros fatores como sexo, massa
corporal, escore corporal, presenca de ectoparasitas e presenca de endoparasitas e
residuos plasticos no trato gastrointestinal (TGI). Para isso, foram utilizados dados
provenientes do Sistema de Informacé&o de Monitoramento da Biota Aquatica (SIMBA),
além de amostras em sua maioria derivadas dos mesmos individuos analisados por
Lima et al. (2022). Adicionalmente, foi realizada uma revisdo da literatura disponivel
sobre as correlagdes entre as concentragcdes de metais e MT em aves aquaticas,
compilando estudos previamente publicados e avaliando as possiveis medidas de

efeito que poderiam embasar uma potencial meta-analise sobre o tema.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar os efeitos da contaminac&o por metais e metaloides e de parametros
como sexo, classe etéria, escore corporal, massa corporal, presenca de ectoparasitas
e presenca de endoparasitas e de residuos plasticos no TGI sobre a concentracéo de
MT no figado de albatrozes-de-sobrancelha registrados ao longo dos estados de
Santa Catarina (SC), Parana (PR), Sdo Paulo (SP) e Rio de Janeiro (RJ).

2.2 Objetivos especificos

* Compilar dados do SIMBA referentes a identificac&o, coleta, necropsia, biometria e
analise das concentracdes de metais e metaloides no figado dos albatrozes-de-

sobrancelha amostrados.

* Reunir informacfes disponiveis na literatura sobre as correlacdes entre as

concentracfes de metais e metaloides e os niveis de MT em aves marinhas.

* Quantificar os niveis de MT nas amostras de figado de albatrozes-de-sobrancelha
obtidas no ambito do PMP-BS.

* Investigar a relagédo entre a contaminagdo por metais e metaloides e os niveis de
MT em amostras de figado de albatrozes-de-sobrancelha obtidas no ambito do PMP-
BS.

e Avaliar os efeitos do sexo, massa corporal, escore corporal, presenca de
ectoparasitas e presenca de endoparasitas e residuos plasticos no TGl sobre a
resposta de MT em amostras de figado de albatrozes-de-sobrancelha obtidas no
ambito do PMP-BS.
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3 METODOLOGIA

3.1 Reviséao bibliografica

A revisao bibliogréafica para a compilacdo dos dados disponiveis na literatura
sobre a correlacdo entre os niveis de MT e diferentes metais e metaloides em aves
marinhas foi realizada a partir dos motores de busca “PubMed” e “Google Académico”.
Foram utilizadas diferentes combinacfes das seguintes palavras-chave: “sea birds”;
“seabirds”; “shorebirds”; “metallothionein”; “MT”; “metals”; “metalloids”; “heavy metals”;
e “trace-elements”. A revisdo da literatura considerou os trabalhos publicados entre

1980 e 2023.
3.2 Coleta de amostras

As 20 amostras de figado utilizadas neste trabalho foram coletadas entre 2017
e 2023 por instituicdes envolvidas no PMP-BS, a partir de carcacas frescas (cédigo
de decomposicao 2) de albatrozes-de-sobrancelha encontradas ao longo da costa dos
estados de SC, PR, SP e RJ (Figura 2). As amostras foram imediatamente
armazenadas a -80 °C para analises posteriores. Os dados referentes a identificacéo,
coleta (data de coleta e massa corporal), analises de metais e metaloides
(concentragdes de V, Hg, Cu, Pb, As, Cd, Cr, Mn, Mo, Zn, Ni e Ba no figado), registros
biométricos (comprimentos da cabeca, bico, tarso, pé e corda da asa), e necropsia
(codigo de decomposicdo, sexo, classe etaria, escore corporal, presenca
ectoparasitas, presenca de endoparasitas no TGl e presenca de residuos plasticos no
TGI) foram obtidos por meio do SIMBA (PETROBRAS, 2024).
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Figura 2: Locais de amostragem dos albatrozes-de-sobrancelha analisados,
distribuidos ao longo dos estados de Santa Catarina (SC), Parana (PR), Sdo Paulo
(SP) e Rio de Janeiro (RJ). Fonte: Daina de Lima.
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3.3 Quantificagdo de metalotioneinas

A metodologia descrita a seguir foi desenvolvida a partir dos métodos de
preparo de amostra e analise espectrofotométrica descritos por Viarengo et al. (1997),
contendo modificagdes pontuais baseadas no método de quantificacdo de MT
utilizado por Kehrig et al. (2015).

3.3.1 Preparo das amostras

Aproximadamente 75 mg de tecido de cada amostra foram pesados e
adicionados a microtubos de 2 mL, sendo entdo homogeneizados 225 pL tampdao Tris-
HCI 20 mM, pH 8,6 (contendo 0,01% B-mercaptoetanol e 0,5 mM PMSF). Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 20.000 xg por 30 minutos a 4 °C. Toda a fracao
sobrenadante resultante desta centrifugacéo foi transferida para microtubos de 1,5
mL, dos quais foram retiradas aliquotas de 5 L para quantificagcdo de proteinas totais
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através do método de Bradford (BRADFORD, 1976). As amostras foram entao
incubadas a 70 °C por 10 minutos e centrifugadas novamente a 20.000 xg por 30
minutos a 4 °C (KEHRIG et al., 2015).

Foram transferidos para microtubos de 1,5 mL 100 pL de cada sobrenadante
obtido nesta Ultima centrifugacdo, aos quais foram adicionados 105 pL de etanol
absoluto a -20 °C e 8 uL de cloroférmio. As solucdes resultantes foram centrifugadas
a 6.000 xg por 6 minutos a 4 °C, e os sobrenadantes foram transferidos para
microtubos de 2 mL. Neles, foram adicionados 0,1 mg de RNA, 4 uL de HCI 37% e
651 pL de etanol absoluto a -20 °C. Ap6s uma incubacédo a -20 °C por 1 hora, as
amostras foram centrifugadas a 6.000 xg por 10 minutos, e os sobrenadantes foram
descartados. Os pellets obtidos foram lavados com 1 mL de tampé&o Tris-HCI 20 mM,
pH 8,6, e um nova centrifugacdo a 6.000 xg por 10 minutos foi realizada e os
sobrenadantes foram descartados. Por fim, os precipitados foram ressuspendidos em
150 pL de 0,25 M NacCl.

3.3.2 Andlise espectrofotométrica

Nesta etapa, 50 puL de cada precipitado ressuspendido ao final do preparo das
amostras foram transferidos para microtubos de 1,5 mL, aos quais foram adicionados
50 pL de 1 N HCI (contendo 4 mM EDTA) e 1,4 mL de tampao fosfato de sddio 0,4 M,
pH 8,0 (contendo 4 M NaCl e 0,86 mM DTNB), e as solu¢cdes resultantes foram
incubadas por 5 minutos. Em seguida, 150 pL de amostra foram adicionados a uma
microplaca transparente, tendo sua absorbéncia a 412 nm determinada em
espectrofotdmetro (multileitora Infinite M200, Tecan). As analises foram realizadas em
duplicata. A partir dessa medida, a concentracao de MT presente em cada amostra
(nmol de MT/mg de proteina) foi calculada por meio de uma curva padrao de GSH,
considerando que a estrutura das MT das aves apresenta, dentre um total de 63
aminoéacidos, 20 residuos de cisteina em posi¢cbes conservadas (ISANI; CARPENE,
2014).

A curva padrao de GSH foi preparada a partir de uma solug&o tampao fosfato
de sodio 0,2 M, pH 8,0, contendo GSH na concentracédo de 6.000 uM, que foi diluida
seriadamente no mesmo tampé&o para obtencédo de outras nove solu¢gdes contendo
concentragcbes de GSH de 3.000 puM, 1.500 puM, 750 pM, 325 uM, 187,5 uM, 93,75
uM, 46,875 uM, 23,4375 uM e 11,71875 uM. Para leitura, 5 pL de cada solugédo, 5 pL
de 1 N HCI (contendo 4 mM EDTA) e 140 pL de tampéo fostato de sédio 0,2 M, pH
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8,0 (contendo 2 M NaCl e 0,43 mM DTNB) foram adicionados a uma microplaca
transparente, tendo sua absorbancia a 412 nm determinada

espectrofotometricamente (multileitora Infinite M200, Tecan).
3.4 Analises estatisticas
3.4.1 Analises estatisticas basicas

Tanto os dados gerados pela determinacao da concentracao de MT no figado,
guanto os dados de variaveis quantitativas coletados no SIMBA (concentracdo de
metais e metaloides no figado e massa corporal dos animais), foram testados para a
presenca de “outliers” e normalidade de sua distribuigcao através dos testes de Grubbs
e de Shapiro-Wilk, respectivamente. As correlagfes existentes entre esses dados
foram analisadas por meio dos testes de correlacdo de Spearman ou de Pearson. A
influéncia do sexo, classe etéria, escore corporal, presenca de ectoparasitas e
presenca de endoparasitas e de residuos plasticos no TGl sobre as concentragdes de
MT, metais e metaloides no figado e massa corporal dos animais foi verificada
utilizando test-t com correcdo de Welch ou teste de Mann-Whitney. Em todos os
casos, os resultados foram considerados como significativos quando P < 0,05. O
software GraphPad Prism 8.02 foi utilizado para realizar as andlises estatisticas

mencionadas acima.
3.4.2 Modelos estatisticos - Modelo Aditivo Generalizado (GAM)

Em ecotoxicologia, as relagdes entre contaminantes e as respostas biologicas
sdo com frequéncia néo lineares (WALKER, 2014). Além disso, dados
ecotoxicolégicos obtidos a partir de animais amostrados em ambientes naturais
tendem a apresentar variagdes complexas devido a diversos fatores ambientais e
ecoldgicos simultaneos, que podem inclusive interagir entre si (WALKER, 2014). Por
esses motivos, os Modelos Aditivos Generalizados (GAMSs), extensdes dos Modelos
Lineares Generalizados (GLMs), sdo especialmente adequados para estudos em
ecotoxicologia, pois sédo capazes de avaliar relacdes nado lineares complexas entre
multiplas varidveis dependentes e independentes simultaneamente (Tredennick et al.,
2021). Neste trabalho, analises utilizando GAMs foram realizadas para averiguar as
relacbes entre os niveis de MT em amostras de figado de albatrozes-de-sobrancelha

(considerada como variavel resposta), e todos os parametros coletados no SIMBA,
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incluindo dados de coleta, necropsia, registros biométricos e quantificacdo de metais
e metaloides no figado (consideradas variaveis preditivas ou explicativas potenciais
para a variavel resposta). Essas analises foram desenvolvidas através do software R
Studio 4.2.2, utilizando os pacotes DHARMa 0.4.6, dplyr 1.1.2, gam 1.22-3, GGally
2.2.0, ggeffects 1.3.4, ggplot2 3.4.4, mgcv 1.8-42 e MuMIn 1.47.5 (WOOD, 2017,
HARTIG, 2022; BARTON, 2023; HASTIE, 2023; WICKHAM et al., 2023; LUDECKE et
al.,, 2024; SCHLOERKE et al., 2024). Os resultados foram considerados como

significativos quando P < 0,05.
3.5 Fator de alerta para as concentragdes de metais e metaloides

Como forma de verificar se os dados disponiveis no SIMBA quanto as
concentracbes de metais e metaloides no figado dos albatrozes-de-sobrancelha
analisados encontram-se fora dos valores normais, sugerindo assim uma possivel
exposicao a contaminantes antrépicos, foi utilizado o calculo de fator de alerta (FA)
para concentracdes de elementos traco em aves pelagicas, desenvolvido por Lima et
al. (2023) a partir das informacdes disponiveis na literatura para essa guilda ecolégica
(LIMA et al., 2023).

O FA pode ser calculado através da divisdo da concentracdo de um elemento
no individuo analisado (Cw amostra) pela concentragcdo média do mesmo elemento do

mesmo elemento para o grupo obtida na literatura (Crer €spécie).

C,, amostra
FA= X

Cref espécie

Dependendo do resultado obtido, o FA pode ser interpretado a partir dos

intervalos a seguir:

* FA < 1 (concentracdo natural) (verde): concentracdo média encontrada na literatura,

contendo pouca ou nenhuma contaminacgao.

* 1 <FA < 3 (concentragdo moderada) (amarelo): a influéncia conjunta da dieta e de
diferentes fatores fisicos, quimicos e biologicos podem ter aumentado a absor¢céo do

elemento, ndo sendo necessariamente derivado de contaminacao.

* 3 <FA < 6 (concentracao preocupante) (laranja): pelo menos trés vezes maior que

a média descrita na literatura, apresentando um grau consideravel de contaminacgéo.
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* FA > 6 (concentracao alarmante) (vermelho): altos niveis de contaminacéo.

Os valores de Cief espécie calculados por Lima et al. (2023) para aves pelagicas
a partir dos dados disponiveis na literatura sdo: V = 0,4; Hg = 16; Cu = 21,6; Pb = 0,1,
As=56;Cd=16,2;Cr=1,1; Mn =144, Mo=13; Zn=192,7;Ni=0,4;,eBa=0,1
(LIMA et al., 2023).
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4 RESULTADOS
4.1 Revisao bibliografica

Ao total, foram encontrados nove trabalhos na literatura publicados entre os
anos de 1980 e 2023 referentes aos efeitos da contaminag&o por metais e metaloides
sobre os niveis de MT em aves marinhas (ELLIOTT et al.,, 1992; STEWART;
FURNESS; MONTEIRO, 1996; ELLIOTT; SCHEUHAMMER, 1997; TRUST et al.,
2000; BARJAKTAROVIC; ELLIOTT; SCHEUHAMMER, 2002; KOJADINOVIC et al.,
2007; BRAUNE; SCHEUHAMMER, 2008; KEHRIG et al.,, 2015; ROMERO et al.,
2015). Em todos os casos, 0s autores analisaram a existéncia de correla¢fes lineares
entre as concentracdes de metais e metaloides e de MT no figado, rins ou sangue
atraves dos testes de correlagéo de Pearson ou de Spearman. De forma geral, foram
observadas correlagdes positivas entre os niveis de MT e as concentragdes de Cd,
Cu, Zn ou Hg individualmente. Nenhuma correlacdo negativa foi identificada. Os

resultados obtidos em cada trabalho encontram-se sumarizados na Tabela 1.
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Tabela 1: Resultados dos trabalhos encontrados na literatura referentes aos efeitos da contaminag&o por metais e metaloides sobre
0s niveis de metalotioneinas em aves marinhas, explicitando a espécie, os 6rgaos analisados e as correlacdes observadas. (+)

correlacao positiva; (0) correlacdo inexistente; (N/a) correlacdo ndo estabelecida.

Referéncia Espécie Orgao Correlagcdo MT x metal-metaloide

Cd Zn Cu Hg Pb

Elliott et al. (1992) Oceanodroma leucorhoa Rim 4 0 0 0 0

Fratercula arctica Rim + 0 0 + 0

Larus argentatus Rim 0 0 0 0 0

Phalacrocorax auritus Rim 0 0 0 0 0

Stewart, Furness e Monteiro Larus fuscus Figado

(1996) 0 + + 0 N/a
Rim + + + 0 N/a
Calonectris diomedea Figado 0 + 0 N/a N/a
Rim + + + N/a N/a

Elliott e Scheuhammer (1997)  Cerorhinca monocerata Rim + 0 0 0 N/a



Ptychoramphus aleuticus
Synthliboramphus antiquus
Trust et al. (2000)

Somateria fischeri

Barjaktarovic, Elliott e
Scheuhammer (2002)

Melanitta perspicillata

Melanitta fusca

Kojadinovic et al. (2007)

Pterodroma baraui

Puffinus lherminieri

Phaethon lepturus

Rim
Rim
Figado
Rim

Figado

Rim
Figado
Rim
Figado
Rim
Figado
Rim

Figado

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a
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Braune e Scheuhammer
(2008)

Kehrig et al. (2015)

Romero et al. (2015)

Fulmarus glacialis

Uria lomvia
Cepphus grylle
Rissa tridactyla

Larus hyperboreus
Spheniscus magellanicus

Spheniscus magellanicus

Rim

Rim

Rim

Rim

Rim

Rim

Figado

Sangue

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a

N/a
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Adicionalmente, Trust et al. (2000) e Kojadinovic et al. (2007) avaliaram os
efeitos de diferentes metais em conjunto sobre a concentracdo de MT, observando,
respectivamente, a existéncia de correlagdes positivas entre os niveis de MT e as
concentragcfbes de MT e Cd, Cu e Zn nos rins de Somateria fischeri (TRUST et al.,
2000) e entre as concentracdes de MT e Cd, Cu, Zn e Hg nos rins e figado de
Pterodroma baraui, Puffinus lherminieri e Phaethon lepturus (KOJADINOVIC et al.,
2007).

Dentre os nove trabalhos analisados, cinco foram realizados com aves
coletadas na América do Norte (ELLIOTT et al., 1992; ELLIOTT; SCHEUHAMMER,
1997; TRUST et al., 2000; BARJAKTAROVIC; ELLIOTT; SCHEUHAMMER, 2002;
BRAUNE; SCHEUHAMMER; 2008), um com animais coletados na Europa
(STEWART; FURNESS; MONTEIRO, 1996), dois com aves coletadas na América do
Sul (KEHRIG et al., 2015; ROMERO et al., 2015), e um com aves coletadas na Africa
(KOJADINOVIC et al., 2007). Apenas trés desses estudos utilizaram tecidos obtidos
a partir de aves encontradas mortas (STEWART; FURNESS; MONTEIRO, 1996;
KOJADINOVIC et al., 2007; KEHRIG et al., 2015), enquanto os demais fizeram uso
de amostras coletadas exclusivamente de animais vivos (ROMERO et al., 2015) ou
eutanasiados (ELLIOTT etal., 1992; ELLIOTT; SCHEUHAMMER, 1997; TRUST et al.,
2000; BARJAKTAROVIC; ELLIOTT, SCHEUHAMMER, 2002; BRAUNE;
SCHEUHAMMER; 2008). E importante mencionar que, embora Stewart, Furness e
Monteiro (1996) tenham coletado tecido hepatico e renal de Calonectris diomedea
encontrados mortos, as amostras de Larus fuscus analisadas foram obtidas a partir

de aves eutanasiadas.

4.2 Quantificacdo dos niveis de metalotioneinas e investigacdo de sua associacao

com metais, metaloides e demais variaveis individuais das aves analisadas

Os dados referentes a quantificacdo de MT realizada neste trabalho, assim
como as informacdes obtidas no SIMBA sobre a necropsia e as concentragdes de

metais e metaloides no figado, estdo descritos individualmente nas Tabelas 2 e 3.



29

Tabela 2: Concentracdo de metalotioneinas (MT) nas amostras de figado analisadas (nmol/mg proteina) e dados coletados no

SIMBA referentes ao sexo, classe etaria, escore corporal, massa corporal (kg), presenca de ectoparasitas, presenca de

endoparasitas no TGI e presenca de residuos plasticos no TGI para albatrozes-de-sobrancelha encalhados nos estados de SC, PR,

SP e RJ entre os anos de 2017 a 2023. Cada individuo possui uma identificacdo Unica no SIMBA (ii).

i MT Sexo Classe etaria =score Massa Ectoparasitas Endoparasitas  Plastico no

corporal corporal no TGl TGI
195493 0,9036 Fémea Juvenil Caquético 2,27 Sim Nao Sim
257330 0,8808 Fémea Juvenil Magro 2,66 Nao Sim Nao
157764 0,8902 Macho Juvenil Caqueético 2,845 Sim Sim Nao
190634 0,6296 Macho Juvenil Caqueético 3,21 Nao Sim Nao
971117 0,1967 Macho Juvenil Caqueético 3,74 Nao Sim Nao
155279 0,7369 Macho Juvenil Magro 1,795 Sim Sim Sim
163173 0,6904 Fémea Adulto Magro 2,36 Sim Sim Sim
29664 1,4559 Fémea Juvenil Magro 4 Nao Nao Nao
167204 0,5831 Macho Juvenil Magro 2,5 Sim Nao Nao
148201 0,4593 Fémea Juvenil Magro 2,1 Sim Nao Nao




133226

138888

63870

49467

50147

42683

29739

150313

147742

170223

0,4489

0,3926

0,6433

1,4578

0,7117

0,2795

1,4459

0,4097

0,1641

1,0885

Fémea

Macho

Fémea

Macho

Fémea

Fémea

Fémea

Macho

Fémea

Fémea

Juvenil

Juvenil

Juvenil

Juvenil

Juvenil

Juvenil

Juvenil

Adulto

Juvenil

Juvenil

Magro
Magro
Magro
Caquético
Bom
Magro
Magro
Magro
Caqueético

Magro

2,245

2,5

1,8

2,94

1,75

14

2,4

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim
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Os niveis de MT nas amostras de figado analisadas variaram entre 0,1641 e
1,4578 nmol/mg proteina, apresentando um valor médio de 0,7234 nmol/mg proteina.
Uma correlagéo positiva entre as concentra¢cdes de Zn e MT foi observada através do
teste de correlacdo de Spearman (r = 0,6333; P = 0,0036) (Figura 3). Por outro lado,
os testes de correlacdo de Pearson e de Spearman ndo demonstraram correlagcoes
significativas entre os niveis de MT e as concentra¢des dos demais metais ou massa
corporal, e nenhuma diferenca significativa foi observada por meio do teste-t com
correcdo de Welch ao se analisar parametros como sexo, escore corporal, presenga
de ectoparasitas, presenca de endoparasitas no TGl e presenca de residuos plasticos
no TGIl. Nenhuma andlise estatistica pode ser realizada com os dados de classe etaria
e concentracado de Ni, pois dentre as 20 amostras de figado disponiveis, apenas duas
derivam de individuos adultos, e somente duas possuiam niveis de Ni acima do limite

de deteccédo (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 3: Dados coletados no SIMBA referentes as concentracfes de metais e metaloides (mg/kg peso seco) em amostras de figado
de cada individuo analisado. (*) Valores removidos das analises estatisticas basicas por terem sido considerados como outliers
através do teste de Grubbs. (<LD) Abaixo do limite de deteccdo. (ii) identificacdo Unica no SIMBA para cada albatroz-de-sobrancelha

analisado.

i \% Hg Cu Pb As Cd Cr Mn Mo Zn Ba Ni

195493 | 0,71 11,45 17,86 0,06 42,40 2,59 <LD 15,55 1,62 415,95 <LD <LD

257330 | 0,55 7,66 42,24 0,03 43,10 30,89 <LD 15,78 1,25 489,46 0,23 <LD

157764 | 0,72 36,65 26,70 <LD 29,67 11,56 0,12 11,18 1,13 495,04 <LD <LD

190634 | 1,09 20,26 55,14 <LD 47,16 27,85 <LD 8,61 1,10 599,69 <LD <LD

971117 | 1,23 9,88 25,74 <LD 16,66 47,83 <LD 11,06 2,03 251,39 <LD <LD
155279 | 0,27 13,50 41,5 <LD 29,58 45,54 <LD 17,47 1,62 744,00 <LD <LD
163173 | 1,30 9,98 30,88 0,04 27,51 148,56* 0,14 13,28 1,96 421,36 0,11 <LD
29664 | 0,23 14,12 1,86 0,01 17,66 13,01 0,85* 12,34 2,00 1.046,00 <LD 1,10

167204 | 0,53 123,19* 30,77 0,03 45,14 22,94 <LD 13,61 1,37 232,91 <LD <LD




148201

133226

138888

63870

49467

50147

42683

29739

150313

147742

170223

0,55

0,15

0,55

0,45

0,39

0,27

0,40

5,51*

0,26

0,09

0,14

15,75

7,67

5,34

3,41

3,52

2,88

54,27

8,58

2,48

2,35

6,83

10,13

10,37

38,28

36,52

14,79

39,29

49,14

4251,66*

23,87

15,73

23,23

<LD

0,05

0,03

0,03

0,03

0,02

0,08

0,03

0,02

<LD

0,02

5,44

10,14

23,34

4,67

3,64

45,10

31,61

21,66

24,41

15,91

8,82

4,86

8,80

6,89

12,51

2,66

13,06

26,60

44,12

24,14

12,58

16,68

<LD

<LD

<LD

0,10

0,20

<LD

0,21

0,26

<LD

<LD

0,10

17,43

14,93

12,56

9,71

10,72

15,68

14,01

9,06

10,63

16,53

27,45*

<LD

0,87

0,92

1,04

1,32

1,69

1,82

2,16

1,70

1,12

1,55

386,37

370,13

251,94

469,81

459,44

528,08

373,49

1.801,46*

498,13

360,47

523,93

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD

0,32

0,10

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD
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Figura 3: Teste de correlacdo de Spearman entre as concentracdes de

metalotioneinas e zinco no figado, demonstrando uma correlagdo positiva significativa

(P = 0,0036).

2.0+

©

=

g 1.5 ° °

L

o

O [ ]

g 1.0 oo

o] ®

£ ™ %%

505- o

= * .’ r=0,6333

= ° o P =0,0036
0.0 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

0 500 1000 1500

Zinco (mg/kg peso seco)

Por meio do teste de Mann-Whitney, foi verificado que individuos que
continham endoparasitas no interior TGl apresentaram uma maior concentracao de
Cd no figado (P = 0,0365) (Figura 4). Em contrapartida, foi observada uma menor
concentracdo de Cd no figado de animais nos quais foram encontrados ectoparasitas
(P = 0,0143) (Figura 4). Além disso, também foi identificado por meio dos testes de
correlacdo de Pearson e de Spearman a existéncia de correlagdes positivas entre a
concentragcbes de V e Hg (r = 0,4781; P = 0,0448) (Figura 6), Cue As (r=0,5952; P =
0,0072) (Figura 5), Cu e Cd (r = 0,5975; P = 0,0088) (Figura 6), Cu e Ba (r = 0,9992;
P = 0,0254) (Figura 5) e Cd e Mo (r = 0,5397; P = 0,0208) (Figura 6), além de uma
correlagdo negativa entre Pb e Zn (r = -0,6198; P = 0,0267) (Figura 6). Por fim, foi
observado através do teste de correlacdo de Spearman que a concentracédo de Hg no
figado esta positivamente correlacionada com a massa corporal dos albatrozes

amostrados (r = 0,5613; P = 0,0209) (Figura 6).
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Figura 4: Concentragdo de cadmio no figado de albatrozes-de-sobrancelha

separados pela presenca ou auséncia de endoparasitas no trato gastrointestinal ou

de ectoparasitas.
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Figura 5: Testes de correlacdo de Pearson demonstrando a existéncia de uma

correlacdo positiva significativa entre arsénio e cobre (P = 0,0072) e entre bario e
cobre (P = 0,0254).
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Figura 6: Testes de correlagdo de Spearman demonstrando uma correlagao positiva

significativa entre mercuario e vanadio (P = 0,0448), cadmio e cobre (P = 0,0088),

molibdénio e cadmio (P = 0,0208) e mercurio e massa corporal (P = 0,0209), e de uma

correlagdo negativa entre zinco e chumbo (P = 0,0267).
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Considerando o modelo estatistico (GAM) com o melhor ajuste para o conjunto
de dados do presente estudo, as variaveis identificadas como preditoras significativas
para os niveis de MT nas amostras de figado analisadas foram as concentracdes de
Zn (P =0,0000174), Cd (P = 0,000122), Cu (P = 0,0004), Hg (P = 0,001197) e Mn (P
= 0,013411) a massa corporal (P = 0,000364) e a presenca de plastico no TGI (P =
0,006387), sendo capazes de explicar 94,6% da variancia observada.

A concentracado de Zn foi a variavel que melhor explicou a variagdo dos niveis
de MT (P = 0,000174), apresentando inicialmente uma correlacdo positiva entre
ambos. No entanto, a partir de uma concentragdo de Zn de aproximadamente 700
mg/kg peso seco, 0s modelos preditivos demonstraram um decaimento nos niveis de
MT (Figura 7). Uma relacdo similar, porém menos acentuada, foi observada entre a
concentracdo de Mn e os niveis de MT (Figura 7). Por outro lado, o contrario foi
verificado nas relagdes entre os niveis de MT e as concentragdes de Cd e Hg. Nesses
casos, conforme a concentragcdo de ambos os metais aumenta, os niveis de MT
tendem a diminuir, mas voltam a subir apés atingirem seu valor minimo (Figura 7). Por
fim, foi observada uma associacdo positiva entre a massa corporal dos animais
amostrados e os niveis de MT (Figura 7).

Individuos que possuiam residuos plasticos no TGl apresentaram niveis
significativamente maiores de MT no figado (P = 0,006387), mas a natureza
dicotdmica desta variavel impossibilitou a producédo de um gréfico de curva. De forma
similar, a concentragdo de Cu também foi identificada como preditora dos niveis de
MT (P =0,0004), entretanto, um modelo preditivo claro ndo p6de ser produzido devido
a presenca de um individuo contendo uma concentragdo de Cu muito maior que a dos

demais (4251,66 mg/kg peso seco).
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Figura 7: Modelos preditivos demonstrando a relagdo entre a concentragdo de
metalotioneinas (MT) e as variaveis identificadas como significativas através do GAM,

incluindo as concentracfes de zinco, manganés, cadmio e mercurio no figado e a

massa corporal.
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4.3 Fator de alerta para as concentracdes de metais e metaloides

Dentre os 20 albatrozes-de-sobrancelha cujas amostras de figado estavam
disponiveis para analise, sete apresentaram concentragcdes alarmantes de algum
metal ou metaloide. O elemento no qual foi observado o maior nimero de individuos
contendo concentracdes preocupantes ou alarmantes foi o As (preocupantes = 8;
alarmantes = 5), seguindo, em ordem decrescente, por Zn (preocupantes = 3;
alarmantes = 1), V (preocupantes = 2; alarmantes = 1), Hg (preocupantes = 1,
alarmantes = 1), Cu e Cd (preocupantes = 0; alarmantes = 1), e Ba (preocupantes =
1; alarmantes = 0). Os metais Pb, Cr, Mn, Mo e Ni demonstraram apenas
concentracfes naturais ou moderadas se comparadas as encontradas nas demais
espécies de aves pelagicas. Os valores obtidos para os FA para cada metal em todos

os individuos analisados encontram-se disponiveis na Tabela 4.



40

Tabela 4: Valores do fator de alerta (Lima et al., 2023) para as concentracdes de metais e metaloides no figado de cada individuo

analisado. (ii) identificagc&o Unica do individuo no SIMBA. (<LD) Abaixo do limite de detec¢do. (verde) concentragdo natural. (amarelo)

concentracdo moderada. (laranja) concentragcdo preocupante. (vermelho) concentracdo alarmante.

\% Hg Cu Pb As Cd Cr Mn Mo Zn Ba Ni

195493

257330

157764

190634

971117

155279

163173

29664

167204

148201

133226

138888




63870

49467

50147

42683

29739

150313

147742

170223

41



42

5 DISCUSSAO

5.1 Associagdo dos niveis de metalotioneinas com as concentragbes de metais e

metaloides e demais variaveis individuais

Até o0 momento, o Unico estudo que investigou as concentracdes de metais e
metaloides no figado de albatrozes-de-sobrancelha foi conduzido por Lima et al.
(2023), que fazer parte da mesma equipe responsavel por realizar a quantificacdo de
metais e metaloides utilizada neste trabalho. As amostras analisadas por Lima et al.
(2023) também foram obtidas através de instituicbes envolvidas no PMP-BS,
coletadas entre 2015 e 2021 sob as mesmas condi¢cdes. Devido a grande
sobreposicao entre os periodos de coleta, 15 das 20 amostras de figado analisadas
neste estudo derivam dos exatos mesmos individuos analisados por Lima et al.
(2023). Em ambos os trabalhos, altos indices de contaminacdo por As foram
observados, com cerca de dois tercos dos animais amostrados apresentado FA
preocupantes ou alarmantes para esse metaloides (LIMA et al., 2023).

Apesar das MT possuirem baixa afinidade por As, estudos realizados em
mamiferos demonstram que a exposi¢ao tanto in vitro como in vivo a diferentes formas
guimicas de As esta associada a um aumento na expressao e biossintese de MT em
diversos tecidos (RAHMAN; LEY, 2016). Acredita-se que esse efeito esteja
relacionado a possivel funcédo exercida pelas MT na defesa contra danos oxidativos
(CHIAVERINI; LEY, 2010; RAHMAN; LEY, 2016), que constituem um dos principais
mecanismos de toxicidades do As (HUGHES, 2002). No entanto, nenhum estudo
desenvolvido até o0 momento, incluindo o presente trabalho, observou a existéncia de
gualquer correlacéo entre as concentracfes de As e os niveis de MT em aves.

Dentre os metais e metaloides analisados, somente o0 Zn apresentou uma
correlagao linear positiva com a concentragcdo de MT no figado dos albatrozes-de-
sobrancelha amostrados. Experimentos conduzidos em galinhas demonstram que a
biossintese de MT pode ser induzida em diferentes érgdos a partir da exposicao a Zn
através da via oral (FLEET et al., 1998). Somado a isso, trabalhos desenvolvidos em
outras espécies de aves marinhas observaram a existéncia de correlagdes lineares
positivas entre as concentracdes de Zn e MT em diferentes tecidos, incluindo no figado
e nos rins de Larus fuscus, Calonectris diomedea, Pterodroma barui, Puffinus
lherminieri e Phaethon lepturus (STEWART; FURNESS; MONTEIRO, 1996;
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KOJADINOVIC et al., 2007), nos rins de Uria lomvia e Rissa tridactyla (BRAUNE;
SCHEUHAMMER, 2008) e no sangue de Spheniscus magellanicus (ROMERO et al.,
2015). Além disso, os modelos estatisticos realizados neste trabalho (GAM)
demonstram que a concentracdo de Zn € a variavel preditora que melhor explica as
variacbes observadas nos niveis de MT, apresentando inicialmente uma correlacéo
positiva entre ambas, que se inverte a partir de uma concentracdo de Zn de
aproximadamente 700 mg/kg peso. E possivel que essa reducdo se deva, ao menos
em parte, ao acumulo de Zn em vesiculas citoplasmaticas denominadas de
zincossomos. Até o momento, existéncia dessa organela foi observada em uma ampla
variedade de células de fungos e de mamiferos, incluindo hepatécitos de ratos (EIDE,
2006). A origem e funcdo dos zincossomos ainda ndo é completamente conhecida,
mas estudos sugerem que eles atuem no armazenamento e/ou desintoxicacdo do
excesso de Zn (PALMITER; COLE; FINDLEY, 1996; WELLENREUTHER et al., 2009).

Além da concentragdo de Zn, as andlises estatisticas realizadas utilizando o
GAM também identificaram as concentracfes de Cd, Cu, Hg e Mn, a massa corporal
e a presenca de residuos plasticos no TGI como variaveis preditoras significativas dos
niveis de MT nas amostras de figado analisadas.

O Cd é um metal amplamente conhecido por sua capacidade de induzir a
biossintese de MT (NORDBERG; NORDBERG, 2022), e a existéncia de correlacdes
lineares positivas entre as concentracdes de Cd e MT foi observada tanto no figado
guanto nos rins de diversas espécies de aves marinhas (ELLIOTT et al., 1992;
STEWART; FURNESS; MONTEIRO, 1996; ELLIOTT; SCHEUHAMMER, 1997;
BARJAKTAROVIC; ELLIOTT; SCHEUHAMMER, 2002; KOJADINOVIC et al., 2007;
BRAUNE; SCHEUHAMMER, 2008; KEHRIG et al., 2015). Ap0s sua absorcéo atraves
do TGI, a maior parte dos ions Cd?" se ligam a proteinas de alto peso molecular
contendo grupamentos tiol, principalmente a albumina. Os complexos formados séo
degradados no figado, e o Cd liberado é desintoxicado ao formar associagdes com
GSH ou MT (ARROYO et al., 2012; THEVENOD; WOLFF, 2016). As teorias vigentes
consideram que os complexos Cd-GSH sejam excretados juntamente com a bile
(ARROYO et al., 2012), enquanto as MT ligadas ao Cd séo lentamente transportadas
até os rins através da corrente sanguinea (THEVENOD; WOLFF, 2016),
possivelmente explicando em parte a reducgéo inicial nos niveis de MT observada

neste trabalho para as concentracfes mais baixas de Cd.
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Com um padréo similar ao observado com o Cd, os modelos preditivos do GAM
demonstram uma reducdo inicial nos niveis de MT conforme as concentracdes
crescentes de Hg, mas que incrementam rapidamente a partir de concentracdes de
Hg de aproximadamente 55 mg/kg peso seco. Em aves marinhas, o Hg € obtido
principalmente através da dieta na forma de metiimercario (MeHg), sendo
metabolizado para formas inorganicas menos toéxicas, predominantemente no figado,
ondem tendem a se acumular (THOMPSON, 1990; KEHRIG et al., 2015). O Hg
inorganico pode ser entdo desintoxicado ao se ligar a MT ou mediante a formacgéo de
complexos Hg-selénio inertes, que sdo possivelmente depositados em granulos (ARAI
et al., 2004; KEHRIG et al., 2015; SPILLER, 2018). No entanto, apesar das MT
atuarem em um primeiro momento na defesa contra o Hg, esse metal apresenta maior
afinidade por compostos contendo selénio (Se) do que por grupamentos tiol. Dessa
forma, conforme as concentra¢cfes de Hg aumentam ao longo do tempo, o Hg tende
a se desassociar das MT e a se ligar a selenoproteinas (SPILLER, 2018), oferecendo
uma possivel explicacdo para a associacao inversamente proporcional entre MT e Hg
observada inicialmente nos modelos estatisticos deste trabalho. E possivel que, nas
concentracfes mais elevadas de Hg, os mecanismos de desintoxicacdo através de
Se se encontrem saturados, justificando a indu¢éo da biossintese de MT. Correla¢des
lineares positivas entre as concentracdes de MT e de Hg foram identificadas no figado
e nos rins de diferentes espécies de aves marinhas (ELLIOTT et al.,, 1992,
KOJADINOVIC et al., 2007; KEHRIG et al., 2015). Além disso, Kehrig et al. (2015)
também observaram que os niveis de MT estdo positivamente correlacionados com a
concentracdo de Hg inorganico no figado de Spheniscus magellanicus, mas ndo com
MeHg.

Diferente dos metais abordados anteriormente, 0 Mn ndo é capaz de se ligar a
MT (WAALKES; HARVEY; KLAASSEN, 1984). Entretanto, as andlises realizadas
neste trabalho por meio do GAM apontam para o Mn como uma variavel preditora
significativa dos niveis de MT, apresentando inicialmente uma associacao positiva
entre ambos, seguida por uma associacdo negativa bastante sutil a partir de
concentracfes de Mn em torno de 17 mg/kg peso seco. A inducdo da biossintese de
MT no figado apds exposicdo a Mn por diferentes vias ja foi observada em estudos
realizados em roedores e em galinhas (SUZUKI; YOSHIKAWA, 1976; EATON et al.,
1980; WAALKES; KLAASSEN, 1985; FLEET et al, 1990; SATO et al., 2001;
KOBAYASHI et al., 2007). Somado a isso, Kobayashi et al. (2007) observaram em
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camundongos que a exposi¢cdo a Mn também resulta em um aumento na expressao
do transportador de Zn ZIP14, através de um processo pouco conhecido, mas
dependente da expresséao de interleucina-6 (IL-6), gerando como consequéncia uma
elevacdo nos niveis de MT (KOBAYASHI et al., 2007). Por outro lado, as variacées
observadas nos niveis de MT podem nao ser resultado direto do aumento das
concentracfes de Mn no figado dos albatrozes analisados.

O Mn é um metal essencial, que assim como as MT, desempenha um papel
importante na defesa contra danos oxidativos, atuando como cofator para enzimas
manganés superéxido desmutase (Mn-SOD) presentes nas mitocondrias (AGUIRRE;
CULOTTA, 2012). Portanto, é possivel que animais expostos a condi¢des de estresse
oxidativo apresentem concentracdes mais elevadas tanto de MT quanto de Mn na
forma de Mn-SOD. Nesse sentido, Sato, Sasaki e Hojo (1995) verificaram que ratos
tratados com fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e IL-6, citocinas liberadas durante
processos inflamatérios gerados por danos oxidativos, apresentaram um aumento
simultdneo na expressao e biossintese de MT e Mn-SOD. Além do mais, o tratamento
prévio de ratos com TNF e IL-6 reduziu consideravelmente a peroxidacao lipidica e os
danos causados ao figado pela administracao de tetracloreto de carbono, sugerindo
uma atuacao conjunta das MT e Mn-SOD na defesa antioxidante (SATO; SASAKI,
HOJO, 1995).

Como mencionado anteriormente, apesar do Cu ter sido identificado como uma
variavel capaz de explicar parte da variagdo observada nos niveis de MT, um modelo
preditivo claro ndo pbéde ser produzido devido a presenca de um individuo contendo
uma concentracao de Cu no figado muito mais elevada que os demais. No entanto, a
capacidade do Cu de induzir a biossintese de MT no figado ja foi demonstrada em
experimentos realizados em ratos (SUZUKI; YOSHIKAWA, 1976; EATON et al.,
1980), e correlacdes lineares positivas entre a concentracdes de Cu e os niveis de MT
foram identificados no figado, rins e sangue de diferentes espécies de aves marinhas
(STEWART; FURNESS; MONTEIRO, 1996; BARJAKTAROVIC; ELLIOTT,;
SCHEUHAMMER, 2002; KOJADINOVIC et al., 2007; ROMERO et al., 2015).

Com relagdo a massa corporal, Carravieri et al. (2020), ao utilizarem um GLM
multifatorial para analisar a influéncia de diversos fatores sobre as concentragfes de
metais no sangue de ninhegos de trezes espécies de aves marinhas, incluindo uma
pertencente ao género Thalassarche (T. carteri), detectaram uma correlagdo negativa

significativa entre a concentracdo de Zn e a massa corporal total dos animais,
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possivelmente devido a um efeito de diluicdo do metal durante o crescimento. Apesar
do Zn ser um potente indutor da biossintese de MT (FLEET et al., 1998), além de ter
sido o principal fator que explicou sua variacdo, uma clara correlagcdo positiva foi
identificada por meio do GAM entre a massa corporal dos albatrozes-de-sobrancelha
amostrados e os niveis de MT no figado. Esse fenémeno se justifica ao menos em
parte pela existéncia de uma correlacao linear positiva entre a concentracao de Hg no
figado e a massa corporal, porém novas analises sobre a relagdo entre a massa
corporal destas aves e as concentracfes de metais se fazem necessarias para
elucidar essa questao.

Foi verificado também que albatrozes-de-sobrancelha que continham residuos
plasticos no TGI apresentavam uma maior concentracdo de MT no figado. Estudos
recentes observaram que metais e metaloides podem se adsorver a superficie de
plasticos (DAVRANCHE et al., 2019; RAI et al. 2022), possivelmente atuando como
vetores desses contaminantes ao serem ingeridos (DAVRANCHE et al.,, 2019).
Roman et al. (2020) identificaram que individuos pertencentes a duas espécies de
aves marinhas do género Pachyptila (P. turtur e P. belcheri) que haviam ingerido
fragmentos de plastico, quando analisados em conjunto, possuiam concentracdes
significativamente maiores de Cu, Zn e Cd no figado, enquanto metais como Al, Fe e
Co encontravam-se reduzidos (ROMAN et al., 2020). Portanto, é plausivel argumentar
gue a maior concentracdo de MT no figado observada em albatrozes-de-sobrancelha
gue continham residuos plasticos no TGl seja resultado da presenca de

concentragcfes mais elevadas de metais indutores da biossintese de MT no figado.

5.2 Associacdo das concentracOes de metais e metaloides entre si e com demais

variaveis individuais

Foi observado atraves do teste de Mann-W hitney que individuos que possuiam
endoparasitas no interior do TGI apresentavam uma concentragao significativamente
maior de Cd no figado. Diversos estudos realizados em diferentes modelos animais
demonstram que a exposicdo cronica a Cd resulta em alteracdes severas nas
respostas imunoldgicas (WANG et al., 2021), portanto, é possivel que cargas mais
elevadas de Cd no organismo gerem uma maior vulnerabilidade a infeccdes
parasitarias. Curiosamente, uma relacdo oposta foi observada para a presenca de
ectoparasitas, com aves nas quais ectoparasitas foram encontrados apresentando

uma concentracao significativamente menor de Cd no figado. Esse resultado, porém,
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deve ser considerado com cautela, pois 0s ectoparasitas de aves marinhas sao
frequentemente moveis, podendo abandonar o hospedeiro ap6s a sua morte,
enviesando assim os dados quanto a presenca de ectoparasitas utilizados neste
trabalho (VANSTREELS; PALMA; MIRONOV, 2020).

Além disso, uma correlacdo linear positiva entre a concentracdo de Hg no
figado e a massa corporal também foi identificada nos albatrozes-de-sobrancelha
analisados. Um resultado similar foi obtido por Albertos et al. (2020), ao avaliarem as
concentracfes de Hg no figado, rins e cérebro de nove espécies de aves marinhas do
mar Mediterraneo. De acordo com os autores, esse resultado provavelmente se deve
ao fato de aves maiores serem capazes de ingerir presas maiores, que por sua vez
conteriam quantidades absolutas mais elevadas de Hg em seus tecidos (ALBERTOS
et al. 2020). Em contraste, Ackerman, Eagles-Smith e Herzog (2011) observaram em
ninhegos da espécie Sterna forsteri que a concentracdo de Hg no sangue se
correlacionou negativamente com a massa corporal e a idade das aves analisadas,
possivelmente devido ao efeito de diluicdo gerado pelo crescimento rapido e pela
excrecdo de Hg através das penas. No entanto, ao se tornarem juvenis, periodo em
gue a producdo de penas e a velocidade de crescimento reduzem de forma
consideravel, as concentragdes de Hg no sangue voltam a aumentar, evidenciando
possiveis diferencas na acumulacdo de metais em diferentes estagios de
desenvolvimento (ACKERMAN; EAGLES-SMITH; HERZOG, 2011).

Por fim, as correlagdes entre as concentracdes de diferentes metais no figado
de albatrozes-de-sobrancelha ja haviam sido analisadas por Lima et al. (2023) através
de uma andlise multivariavel de componentes principais (PCA), separando as aves
em grupos referentes as regides nas quais foram coletadas (LIMA et al., 2023). Neste
trabalho, por outro lado, a existéncia de correlacbes entre os metais foi avaliada
através dos testes de correlacdo de Pearson e de Spearman, considerando todos os
animais como pertencentes a um unico grupo. Por esse motivo, os resultados obtidos
em ambos os estudos ndo podem ser diretamente comparados. Salvo Lima et al.
(2023), somente trés outros trabalhos investigaram as correlagbes entre as
concentragcbes de metais e metaloides em albatrozes-de-sobrancelha, tendo sido
realizados utilizando penas e sangue desses animais (PON et al., 2011; FURTADO et
al., 2019; FURTADO et al., 2020). Com excecéao das correlacdes lineares positivas
entre Cd e Cu e entre As e Cu observadas, respectivamente, por Pon et al. (2011) nas

penas primarias de machos e por Furtado et al. (2020) no sangue, as correlagdes
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observadas no presente trabalho diferiram do que foi identificado em outros estudos
de forma consideravel, possivelmente refletindo diferencas entre os locais de coleta

dos individuos analisados e na acumulacdo de metais e metaloides em cada tecido.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, foi identificada a existéncia de uma correlagéo linear
positiva entre as concentracdes de MT e Zn no figado dos albatrozes-de-sobrancelha
amostrados. As analises utilizando GAM também apontaram o0 Zn como a variavel que
melhor explica a variagcdo observada nos niveis de MT nas aves. Dessa forma, é
plausivel argumentar que concentracdo de MT no figado possui potencial para ser
utilizada como um biomarcador de exposicdo a Zn nestes animais. Por outro lado, o
mesmo nao pode ser dito quanto ao As, que apesar de se encontrarem em
concentracbes mais elevadas do que o observado em outras espécies de aves
marinhas, ndo apresentou nenhum efeito significativo sobre os niveis de MT em
amostras de figado de albatrozes-de-sobrancelha.

Além do Zn, outros fatores identificados no presente estudo como variaveis
preditoras significativas da concentracdo de MT foram as concentragcdes de Cd, Cu,
Hg e Mn no figado, a massa corporal, e a presenca de residuos plasticos no TGI. As
relacbes observadas entre as concentracfes de metais e o0s niveis de MT
apresentaram padrfes complexos, sugerindo uma possivel atuacdo de outros
mecanismos de desintoxicagdo simultdneos. Dessa forma, novos estudos se fazem
necessario para que essas relagcdes possam ser plenamente compreendidas. Neste
contexto, a contribuicdo mais relevante do presente trabalho é apresentar evidéncias
concretas que embasam o uso dos niveis de MT no figado como um biomarcador da
contaminagdo por Zn para albatrozes, a ser utilizado em programas de monitoramento

ambiental da contaminacgao de cadeias troficas oceanicas.
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