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O cisne de pescoco preto (Cygnus melanocoryphus) pertence a ordem
Anseriforme, familia Anatidae, da qual fazem parte cisnes, patos e gansos. E
endémico da América do Sul e esta presente no Brasil, Paraguai, Uruguai, Argentina
e Chile. No Brasil este cisne é encontrado na regido sul, permanecendo durante o
ano todo na Estacao Ecoldgica do Taim (ESEC Taim). O objetivo do presente estudo
foi identificar se as concentragbes de cobre (Cu), cadmio (Cd) e chumbo (Pb) em
amostras de penas tem relagdo com o sexo e a idade, determinar se a quantidade
de micronucleos varia com as concentracdes de Cu, Cd e Pb e com a idade e sexo.
Foram capturados 18 individuos de cisne de pescoco preto no verdo de 2012 e 39
individuos no verdo de 2013. Desses, 22 machos adultos, 19 fémeas adultas, nove
machos filhotes, quatro fémeas filhotes e trés filhotes com sexo indeterminado.
Foram coletadas amostras de sangue e de penas. As amostras de sangue foram
utilizadas para a sexagem molecular e confeccdo de laminas citologicas para a
analise de micronucleos. As amostras de penas foram utilizadas para medir a
presenca dos metais pesados Cu, Cd e Pb. Foram encontradas diferencas
significativas entre idades para as concentracdes nas penas de Cu, Cd e Pb
(p<0.05). Nao houve diferencas significativas entre o sexo e as concentracdes em
penas de Cu, Cd, Pb (p>0.05). N&do houve nenhuma relacdo entre a quantidade de

microndcleos com a concentracdo desses metais e com a idade e sexo (p>0.05).

PALAVRAS-CHAVE: Anseriforme, cadmio, chumbo, cobre.



ABSTRACT

Master Dissertation
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CONCENTRATION OF HEAVY METALS AND NUMBER OF MICRONUCLEUS IN
Cygnus melanocoryphus (ANATIDAE) OF ECOLOGICAL STATION TAIM, RS
AUTHOR: EUNICE FRUHLING DOS SANTOS
ADVISOR: DEMETRIO LUIS GUADAGNIN
CO-ADVISOR: CECILIA IRENE PEREZ CALABUIG

The black necked swan (Cygnus melanocoryphus) belongs to the Anseriforme
order, Anatidae family, which includes swans, ducks and geese. This swan is
endemic to South America and it is present in Brazil, Paraguay, Uruguay, Argentina
and Chile. In Brazil this swan is found in the southern region, remaining throughout
the year in Ecological Station Taim (ESEC TAIM). The objective of this study was to
identify the concentrations of copper (Cu), cadmium (Cd) and lead (Pb) in feather
samples is related to sex and age and determine the amount of micronuclei varies
with the concentration of Cu, Cd and Pb and with age and sex. Were captured 18
individuals of black necked swan in the summer of 2012 and 39 individuals in the
summer of 2013. Of these, 22 adult males, 19 adult females, nine chicks males, four
chicks females and three chicks with indeterminate sex. Samples of blood and
feathers were collected. The blood samples were used for sex molecular and
preparation of cytologic slides for analysis of micronucleus. The feather samples
were used to measure the presence of heavy metals Cu, Cd and Pb. Significant
differences between ages were found for concentrations in feathers of Cu, Cd and Pb
(p <0.05). There was no significant differences between sex for concentrations in
feathers of Cu, Cd and Pb(p > 0.05). There was no relationship between the amount
of micronuclei in the concentration of these metals feathers and with age and sex (p>
0.05).

KEY-WORDS: Anseriforme, cadmium, copper, lead.
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Bioldgicas — Area Biodiversidade Animal esta estruturada de acordo com as normas
da Universidade Federal de Santa Maria (MDT). Esta dividida em Introducédo e um
Artigo sobre as concentracdes de metais pesados e presenca de microndcleos em
Cygnus melanocoryphus, a saber:

Introducéo: apresenta o referencial tedrico sobre a importancia e ameacas as

areas Umidas; os metais pesados; a contaminacdo das aves por metais

pesados; o teste de micronucleos; o Cisne de pescoco preto (Cygnus
melanocoryphus) e a Estacéo Ecoldégica do Taim (ESEC TAIM).

Artigo: trata das concentragfes dos metais pesados cobre, cadmio e chumbo

em penas de Cygnus melanocoryphus, discutindo as relacbes entre as

concentracfes dos metais e a idade e sexo; a relacdo da quantidade de

micronucleos com a concentracdes dos metais pesados e com a idade e o

SeXxo.
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INTRODUCAO

Areas Umidas: importancia e ameacas

As areas umidas compreendem varios habitats com alta diversidade biologica
e apresentam uma grande riqueza de espécies animais, além de muitos
endemismos (CARVALHO; OZzORIO, 2007; MOSTARDEIRO, 2008). Séo
ecossistemas de grande importancia ecolégica, por servirem de habitat para muitas
espécies de seres vivos e por constituirem areas de transicdo entre ambientes
terrestres e aquaticos (PAZ, 2003). Entretanto, os ambientes imidos estdo entre os
ecossistemas mais degradados, devido aos impactos causados pelas atividades
antropicas (AMEZAGA et al., 2002; GOULART; CALLISTO, 2003).

O uso acelerado dos recursos naturais e a geragao de produtos residuais
provenientes das atividades humanas resultam na diminuicdo e na perda da
biodiversidade nesses habitats (MORAES; JORDAOQ, 2002; CARVALHO; OZORIO,
2007). Alem disso, uma série de poluentes é liberada nesses ecossistemas,
provenientes da agricultura, industria ou de origem doméstica, na maioria das vezes
sem tratamento e contaminados por metais pesados (LEMOS et al., 2008;
FERREIRA et al, 2010).

Metais pesados

Os metais pesados s&o aqueles cuja densidade relativa é maior que 4g/cm?,
estando relacionados com uma alta toxicidade (FERREIRA et al., 2010). Os seres
vivos necessitam de pequenas quantidades de metais como cobre (Cu) e zinco (Zn),
porém, niveis excessivos podem ser toxicos, além disso, metais como mercurio (Hg),
cadmio (Cd) e chumbo (Pb), ndo possuem nenhuma fun¢do nos organismos e sédo
altamente téxicos (KOIVULA; EEVA, 2010). Quando ndo metabolizados os metais
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pesados se acumulam nos tecidos moles, uma vez que 0S seres Vivos ndo Sao
capazes de excreta-los de forma eficaz (LOPES, 2009).

A presenca no ambiente de metais pesados ocorre devido a ocorréncia
natural e também devido as atividades humanas (LUCIA et al., 2010). Lubrificantes e
baterias contém chumbo e cadmio, o 6leo combustivel contém chumbo, cobre, zinco
e cromo (BURGER; GOCHFELD, 2000a). Em areas agricolas os principais metais
pesados incluem cobre, chumbo, cadmio, zinco, manganés e cobalto que surgem
dos produtos quimicos, como fertilizantes e pesticidas (GIMENO-GARCIA et al.,
1996; SHAHBAZ et al., 2013).

A saude dos ecossistemas é ameacada pela contaminacdo por metais
pesados, podendo em alguns casos causar a morte de seres vivos (ADOUT et al.,
2007). Nos ambientes umidos a biota aquatica esta constantemente exposta a esses
toxicos, no entanto, essas espécies sdo mais vulneraveis por causa do movimento
rapido dos contaminantes na agua, em comparacdo com o terrestre (ARIAS et al.,
2007; BURGER et al., 2007). A contaminacdo dos organismos Vivos por substancias
quimicas contendo metais pesados pode afetar a sobrevivéncia, a reproducédo e o
patriménio genético (PINHATTI et al., 2006).

As aves sao organismos sensiveis e vulnerdveis as contaminacdes
ambientais por substéncias toxicas, podendo ser utilizadas para investigar a
presenca e os efeitos de contaminantes em ecossistemas aquaticos (DAUWE et al.,
2004; VIEIRA, 2006). As aves aquaticas sao 6timas bioindicadoras de poluicéo, pois

sdo suscetiveis a bioacumulagcédo (BURGER et al., 2007).

Contaminacéao das aves por metais pesados

Em aves os metais pesados podem prejudicar a reproducédo e a saude, sendo
bioacumulados no sangue, penas, figado, rins, ossos e ovos (GOUTNER et al.,
2001; DAUWE et al., 2004; HA et al., 2009). Os efeitos dos metais pesados nas aves
incluem modificacdes no crescimento das penas, alteragdes no sistema imune,
diminuicdo da espessura da casca de ovos, alteracdes no desenvolvimento testicular
e na qualidade do esperma (DAUWE et al., 2004; SNOEIJS et al., 2005; TALLOEN
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et al., 2008). Assim como, podem ter efeitos sobre o seu comportamento, como
diminuicao na ingestédo de alimentos (BURGER et al., 2008).

O cobre € um elemento essencial para sobrevivéncia dos animais, pois atua
como componente de muitas proteinas (ZHANG et al., 2009). Entretanto, em
concentracbes elevadas € uma das substéncias que causa mais casos de
intoxicagdo em animais (HOOF et al., 1998). Nas aves da ordem Galliformes o cobre
em niveis elevados na dieta, de 500 ppm (0,5 pg/g) a 1000 ppm (1,0 pg/g), afetam o
consumo alimentar e reduz as concentracdes de lipidios no sangue e no figado
(PEARCE et al., 1983). Kim e Koo (2008) encontraram niveis de Cu em penas de
14,3 ug/g PS (peso seco) em borrelho (Charadrius alexandrinus) e 13,3 ug/g PS em
pilrito-comum (Calidris alpina) e afirmam que estas concentracbes ndo chegam a
causar efeitos negativos de qualquer tipo.

O cadmio é um dos oligoelementos mais perigosos, pela sua alta toxicidade e
resisténcia, podendo causar efeitos genotoxicos nas aves, mesmo em
concentracbes pequenas (AYLLON; GARCIA-VASQUEZ, 2000; BATTAGLIA et al.,
2005; DAUWE et al., 2005). Além disso, o cadmio pode causar lesdes no tecido
intestinal, renal e testicular, diminuicdo da espessura da casca de ovos e alteracbes
no comportamento (FURNESS, 1996; BURGER, 2008). Niveis de cadmio de 100
Hg/g em rins de lagopode de cauda branca (Lagopus leucurus) causaram danos nos
tubos renais (LARISON et al., 2000). Burger (1993) sugere que as concentracdes de
cadmio em penas que estdo associadas a efeitos subletais variam entre 0,1 pg/g e
2,0 ug/g em aves.

A intoxicacdo por chumbo em aves compromete o sistema neuroldgico,
interferindo na capacidade de voo e na busca por alimento, trazendo graves
problemas a saude das aves, incluindo reducdo do peso, do crescimento e a fungéo
metabdlica (BURGER; GOLCHFELD, 2000b; KATAVOLOS et al., 2007). Em aves
aguaticas valores de chumbo de 6 ppm (0,006 pg/g) em figado causam
envenenamento, entre 6 ppm a 20 ppm (0,02 pg/g) em figado indicam exposi¢cao
aguda (DERELANKO; HOELINGER, 2002). Concentracdes de chumbo de 0,5 g/ml
em amostras de sangue sdo diagnosticos de intoxicagdo subclinica e niveis maiores
indicam envenenamento (PAIN, 1996). Segundo Burger e Gochfeld (2000a) e
Moreno et al. (2011) concentracbes de Pb em penas acima de 4 pg/g estao

associadas com envenenamento e intoxicagao.
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As aves aquaticas sdo expostas aos metais pesados através dos alimentos e
da exposicdo das penas a contaminagdo ambiental externa, além disso, ingerem
sedimento e solo junto com a comida que contém metais pesados (HERNANDEZ et
al., 1999; MORENO et al.,2011). Ainda, a contaminacdo pode ocorrer a partir da
deposicdo de contaminantes nas penas durante o “preening”, quando o animal usa
secrecéo da glandula uropigial para lubrificar as penas (DAUWE et al., 2003).

Os odrgédos internos de aves, como rins, figado, ossos e cérebro, sao
geralmente usados para analise de contaminacdo por metais pesados (ADOUT et
al., 2007). No entanto, a utilizacdo de penas e sangue em andlises é vantajosa
porque sado indicadores ndo destrutivos, isto €, ndo € necessario o sacrificio do
animal (BURGER et al., 1993; SCHEIFLER et al., 2006). A utilizacdo de penas para
determinar as concentracbes de metais pesados € importante, pois as aves
sequestram metais através das penas (BURGER et al., 2007). Além disso, 0os metais
pesados podem ligar-se as moléculas de proteina nas penas durante o periodo de
crescimento, quando as penas estdo conectadas a corrente sanguinea (DAUWE et
al., 2003).

Os metais pesados presentes nas penas representam as concentragdes
circulantes no sangue durante a formacg&o das penas que demonstram a exposi¢cao
local como também a mobilizacdo para os tecidos internos (LEWIS e FURNESS,
1991; MONTEIRO, 1996). Além disso, concentracdes de metais nas penas refletem
uma exposi¢cdo em longo prazo, durante o crescimento das penas (BURGER, 1993).
O chumbo acumula-se nas penas através da difusdo do sangue para o foliculo da
pena e se deposita ha matriz proteica durante a sua formacéo no periodo de muda,
assim, esse material fornece informacdo sobre a exposicdo ao Pb durante o
crescimento da penas (RATTNER et al., 2008; BURGER et al., 2009; CARDIEL et
al., 2011).

Jaspers et al. (2009) afirmam que as penas podem ser utilizadas para o
biomonitoramento em areas contaminadas, pois sdo de facil coleta, armazenamento
e transporte. Penas tém sido muito utilizadas em estudos e tem se mostrado
indicadores adequados de metais pesados, sendo recomendadas como ferramenta
de biomonitoramento de metais pesados (DMOWSKI; GOLIMOWSKI, 1993; DAUWE
et al., 2000; JANSSENS et al., 2002). Alguns estudos utilizando penas de aves para

determinar o nivel de contaminagdo por metais pesados, incluindo cobre, chumbo e
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cadmio foram realizados por Burger et al. (2007, 2009), Rattner et al. (2008), Dauwe
et al. (2003, 2004, 2006), Adout et al. (2007), Scheifler et al. (2006), Cardiel et al.
(2011), entre outros.

Teste de micronulcleos

A integridade genética das populacdes animais € ameacada devido a
exposicao a substancias quimicas toxicas, como metais pesados, que podem causar
danos ao DNA (FENECH, 1993; RIVERO, 2007). O teste de micronucleos é um
método amplamente utilizado para o monitoramento de danos genotdxicos, que
pode ser usado para avaliar em animais o efeito de compostos mutagénicos
presentes no ambiente (LOPES, 2009).

A avaliacdo da genotoxicidade de metais pesados em organismos aquaticos &
fundamental, devido ao forte impacto na estabilidade dos ecossistemas aquaticos e
a bioacumulacdo em organismos vivos (AYLLON; GARCIA-VASQUEZ, 2000). A
guantidade de micronucleos é induzida por agentes quimicos genotoxicos, que pode
demonstrar a eficiéncia do mecanismo de defesa do organismo (MERSCH et al.,
1996; KERN, 2006).

A formacdo de micronucleos em células animais ocorre devido a eventos
clastogénicos ou aneugénicos, como também pela interacdo de agentes quimicos,
fisicos e biolégicos, causando a falha na segregacdo dos cromossomos (UDROIU,
2006; RIVERO, 2007). Através do teste de microndcleos é possivel detectar o efeito
mutagénico de agentes téxicos no cromossomo (ZUNIGA-GONZALEZ et al., 2000;
LEMOS et al., 2008).

Os micronucleos sdo formacdes globulares de DNA, originados a partir de
fragmentos cromossémicos inteiros, ndo incorporados ao nucleo da célula filha ao
final do processo de divisdo celular (FENECH et al., 1999; RAMIREZ; SALDANHA,
2002). A presenca de microndcleos serve como parametro para determinar a
extensdo de danos que um agente do ambiente pode estar causando no processo
de divisao celular (VINE, 1990).
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A metodologia de micronucleos é simples e permite uma avaliacdo rapida das
células (FENECH,1993). As amostras de sangue periférico sdo indicadas para
estudos de exposi¢do crbnica, utilizando espécies in situ, e é rapida, confiavel e
sensivel (UDROIU, 2006; LEMOS et al., 2008). Ainda, a analise de micronucleos
utilizando eritrocitos € um dos melhores testes estabelecidos em ensaios in vivo no

campo da toxicologia genética (FENECH, 2000).

Cisne de pescocgo preto

O cisne de pescoco preto (Cygnus melanocoryphus) pertence a ordem
Anseriformes, familia Anatidae, da qual fazem parte cisnes, patos e gansos, todos
sdo aves aquaticas (NAROSKI; IZURIETA, 2010). Existem oito espécies de cisne no
mundo, cisne branco (Cygnus olor), cisne negro (Cygnus atratus), cisne trombeteiro
(Cygnus buccinator), cisne da tundra (Cygnus colombianus), cisne bravo (Cygnus
cygnus), cisne pequeno (Cygnus bewickii), cisne coscoroba (Coscoroba coscoroba)
e cisne de pescoco preto (Cygnus melanocoryphus), sendo C. melanocoryphus e C.
coscoroba endémicos da América do Sul (CORTI; SCHLATTER, 2002; RYBAK,
2005).

O C. melanocoryphus esta presente no Brasil, Paraguai, Uruguai, Argentina e
Chile, estima-se que a populagéo seja de 100.000 individuos, no Brasil este cisne é
encontrado na regido sul, permanecendo durante o ano todo na Estacdo Ecologica
do Taim - ESEC Taim (SCHLATTER et al., 1991a; GONZALEZ-ACUNA et al., 2010).
Vive em banhados extensos e em aguas pouco profundas, doces, salobres ou
marinhas, com abundante massa vegetal, possuem habitos diurnos e realizam
movimentos locais em resposta aos padrdes sazonais do seu habitat (SICK, 2001;
SCHLATTER et al., 2002; FIGUEROA-FABREGA et al., 2006).

O cisne de pescoco preto é herbivoro e passa a maior parte do tempo
forrageando, consumindo cerca de trés vezes 0 seu peso corporal diariamente, por
ser pouco eficiente na digestdo de vegetais, com cerca de 21%-34% de
digestibilidade (CORTI; SCHLATTER, 2002; FIGUEROA-FABREGA et al., 2006). De

acordo com Schlatter et al. (1991b) a dieta do cisne de pescoco preto é composta
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99% pela planta aquatica Egeria densa (Hydrocharitacea) em areas umidas no
Chile.

Os machos de C. melanocoryphus pesam cerca de 5,3 kg e as fémeas 4,1 kg,
eles constroem o ninho juntos em meio ao junco, colocando de trés a sete ovos, que
sao incubados durante 34 a 36 dias, depois que nascem os filhotes sdo carregados
no dorso da fémea durante os primeiros dias (CORTI; SCHLATTER, 2002; SICK,
2001). Formam casais monogamicos e vivem em grupos com individuos
aparentados, que possivelmente permanecem juntos durante toda a vida
(FIGUEROA-FABREGA et al., 2006; SCHLATTER et al., 2002).

Entre os estudos publicados, Dias e Fontana (2002) descreveram sobre a
distribuicdo e biologia no Brasil, na Argentina e no Uruguai. Estudos sobre a
distribuicdo e ecologia do cisne de pescoco preto também foram realizados em
diversas areas no Chile por Corti e Schalatter (2002), Schalatter et al. (2002),
Figueroa-Fabrega et al. (2006) e Thomson et al. (2009). Aspectos reprodutivos do C.
melanocoryphus foram objeto de estudo dos trabalhos de Schalatter et al. (1991b) e
Silva et al. (2012) no Chile.

Artacho et al. (2007a, 2007b) mediram parametros bioquimicos em amostras
de sangue, que indicaram desnutricdo cronica e reducdo na massa corporal,
demonstrando esse resultado como causa da redugdo da populacdo devido a
deficiéncias nutricionais e efeitos toxicos da poluicédo por ferro no Chile. Norambuena
et al. (2009) testaram o efeito da dieta sobre a resposta fisioldgica, apdés um evento
que reduziu drasticamente a disponibilidade de Egeria densa, principal fonte de

alimento do cisne de pescoco preto em areas umidas no Chile.

Estacao Ecolégica do Taim

A Estacao Ecoldgica do Taim (ESEC Taim) é uma Unidade de Conservacéo
Federal com cerca de 11.000 hectares e esta localizada nos municipios de Rio
Grande e Santa Vitéria do Palmar, no sul do estado do Rio Grande do Sul (ICMBio,
2013). O sistema hidrografico da ESEC Taim € formado pela lagoa dos Patos, lagoa

Mirim, lagoa Mangueira e por um sistema de lagoas menores (ARTIOLI et al., 2009).
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A fisionomia da regido é composta por lagoas costeiras, banhados, matas paludosas
e campos (FAGUNDES; BAGER, 2007).

Na area de banhado da ESEC Taim predomina a espécie vegetal junco
(Scirpus californicus) e as areas florestadas sdo dominadas pela figueira (Ficus
organensis) e corticeiras (Erithrina sp). formando areas sombreadas (CALLIARI,
1998). A lagoa Mangueira fica parcialmente inserida na ESEC Taim, com 92 km de
comprimento e de 2 a 6 km de largura, com uma profundidade média de 1,5 a 6
metros (DELANEY, 1965). Uma grande riqueza de aves aquaticas € encontrada
nessa lagoa, entre elas, a marreca piadeira (Dendrocygna viduata), a tacha (Chauna
torquata), o bigua (Palacrocorax brasilianus), o cisne (Coscoroba coscoroba) e a
espécie objeto desse estudo o cisne de pescoco preto (Cygnus melanocoryphus).

A ESEC Taim esta inserida em uma matriz de lavouras de arroz e grande
parte da agua utilizada na orizicultura é captada da lagoa Mangueira e apds é
devolvida juntamente com os efluentes agricolas. O cultivo de arroz é responsavel
por destruir e fragmentar habitats, além de, requerer um volume de agua expressivo
para a irrigacdo, e empregar adubos, inseticidas e herbicidas, que causam impactos
negativos nos ecossistemas naturais que ficam ao seu redor (DIAS e BURGER,
2005).

Na lagoa Mangueira a pesca é uma atividade importante e intensiva, pois as
populacdes que vivem no seu entorno dependem da pesca para sua subsisténcia.
Desta forma, derivados do petroleo utilizados como combustiveis para as
embarcacdes podem ser liberados na lagoa durante a pesca.

O presente estudo foi realizado na lagoa Mangueira com a espécie C.
melanocoryphus, com os objetivos de identificar se as concentracdes dos metais
pesados cobre, cadmio e chumbo em penas variam conforme o sexo e a idade, se
alteram a quantidade de microndcleos em eritrécitos e se a quantidade de

micronucleos varia conforme o sexo e idade.
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ARTIGO

RELACAO DAS CONCENTRACOES DE METAIS PESADOS EM
PENAS DE Cygnus melanocoryphus (ANATIDAE) COM O SEXO, A
IDADE E A FORMACAO DE MICRONUCLEOS, NA ESTACAO
ECOLOGICA DO TAIM, RS

Eunice Fruhling dos Santos, Demétrio Luis Guadagnin, Adalto Bianchini,

Cecilia Irene Pérez Calabuig

RESUMO

O cisne de pescoco preto (Cygnus melanocoryphus) pertence a ordem
Anseriforme, familia Anatidae, da qual fazem parte cisnes, patos e gansos. E
endémico da América do Sul e esta presente no Brasil, Paraguai, Uruguai, Argentina
e Chile. No Brasil este cisne é encontrado na regido sul, permanecendo durante o
ano todo na Estacéo Ecoldgica do Taim (ESEC Taim). O objetivo do presente estudo
foi identificar se as concentragfes de cobre (Cu), cadmio (Cd) e chumbo (Pb) em
amostras de penas tem relacdo com o sexo e a idade, determinar se a quantidade
de micronucleos varia com as concentracdes de Cu, Cd e Pb e com a idade e sexo.
Foram capturados 18 individuos de cisne de pescoco preto no verdo de 2012 e 39
individuos no verdo de 2013. Desses, 22 machos adultos, 19 fémeas adultas, nove
machos filhotes, quatro fémeas filhotes e trés filhotes com sexo indeterminado.
Foram coletadas amostras de sangue e de penas. As amostras de sangue foram
utilizadas para a sexagem molecular e confeccdo de laminas citologicas para a
analise de micronucleos. As amostras de penas foram utilizadas para medir a
presenca dos metais pesados Cu, Cd e Pb. Foram encontradas diferencas

significativas entre idades para as concentracdes nas penas de Cu, Cd e Pb
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(p<0.05). Nao houve diferengas significativas entre o sexo e as concentracdes em
penas de Cu, Cd, Pb (p>0.05). N&do houve nenhuma relacdo entre a quantidade de

micronucleos com a concentracao desses metais e com a idade e sexo (p>0.05).

PALAVRAS-CHAVE: Anseriforme, cadmio, chumbo, cobre.

ABSTRACT

The black necked swan (Cygnus melanocoryphus) belongs to the Anseriforme
order, Anatidae family, which includes swans, ducks and geese. This swan is
endemic to South America and it is present in Brazil, Paraguay, Uruguay, Argentina
and Chile. In Brazil this swan is found in the southern region, remaining throughout
the year in Ecological Station Taim (ESEC TAIM). The objective of this study was to
identify the concentrations of copper (Cu), cadmium (Cd) and lead (Pb) in feather
samples is related to sex and age and determine the amount of micronuclei varies
with the concentration of Cu, Cd and Pb and with age and sex. Were captured 18
individuals of black necked swan in the summer of 2012 and 39 individuals in the
summer of 2013. Of these, 22 adult males, 19 adult females, nine chicks males, four
chicks females and three chicks with indeterminate sex. Samples of blood and
feathers were collected. The blood samples were used for sex molecular and
preparation of cytologic slides for analysis of micronucleus. The feather samples
were used to measure the presence of heavy metals Cu, Cd and Pb. Significant
differences between ages were found for concentrations in feathers of Cu, Cd and Pb
(p <0.05). There was no significant differences between sex for concentrations in
feathers of Cu, Cd and Pb(p > 0.05). There was no relationship between the amount
of micronuclei in the concentration of these metals feathers and with age and sex (p>
0.05).

KEY-WORDS: Anseriforme, cadmium, copper, lead.
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INTRODUCAO

O cobre (Cu) € um metal pesado essencial para a sobrevivéncia dos animais,
participando como componente de proteinas, no entanto, niveis excessivos podem
ser toxicos (KOIVULA; EVA, 2010; ZHANG et al., 2009). Outros metais, como o
cadmio (Cd) e o chumbo (Pb) sdo altamente toxicos, mesmo em concentracdes
pequenas e ndo possuem nenhuma funcdo nos animais (BATTAGLIA et al., 2005;
DAUWE et al., 2005; KOIVULA; EVA, 2010). Os metais pesados se originam de
residuos de fontes antropogénicas, sdo provenientes principalmente de efluentes
agricolas, industriais e domésticos (FERREIRA et al., 2010; KIM; OH, 2012).

Nas aves 0s metais pesados podem prejudicar & saude, afetando a
reproducao, o sistema imune, o crescimento, o desenvolvimento do sistema nervoso
e 0 comportamento, levando em casos extremos a morte (BURGER et al., 2008;
TALLOEN et al., 2008; HA et al., 2009). Os metais podem ser bioacumulados nas
penas, figado, rins, ossos e ovos (GOUTNER et al.,, 2001; DAUWE et al., 2004;
BURGER et al.,, 2007). Assim, a utilizacdo de penas para o monitoramento das
concentracbes de metais pesados no ambiente, € um método adequado e séo
indicadores ndo destrutivos, de facil coleta, armazenamento e transporte
(JANSSENS et al., 2002; SCHEIFLER et al., 2006; JASPERS et al., 2009).

Os efeitos da contaminagdo por metais pesados nas aves podem ser
avaliados através do teste de microndcleos, pois é usado para detectar danos ao
DNA induzidos por agentes toxicos (UDROIU, 2006; LEMOS et al., 2008). Os
micronucleos sdo formacgdes globulares de DNA, originados a partir de fragmentos
cromossOmicos inteiros, ndo incorporados ao nucleo da célula filha ao final do
processo de divisdo celular (FENECH et al., 1999; RAMIREZ; SALDANHA, 2002).

O cisne de pescoco preto (Cygnus melanocoryphus) é uma ave aquatica, que
pertence a ordem dos Anseriformes, familia Anatidae (NAROSKI; IZURIETA, 2010).
S&do animais herbivoros que possuem habitos diurnos e passam a maior parte do
tempo forrageando (CORTI; SCHLATTER, 2002). O cisne de pescoco preto €
endémico da América do Sul, e permanece durante o ano todo na ESEC Taim.
(SCHLATTER et al., 1991; GONZALEZ-ACUNA et al., 2010). A Estacédo Ecologica
do Taim (ESEC Taim) é uma Unidade de Conservacdo Federal, com 11.000
hectares, localizada do sul do estado do Rio Grande do Sul, Brasil (ICMBio, 2013).
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Essa regidao abriga um sistema de lagoas costeiras e ao seu limite norte, regides
adjacentes a Lagoa do Peixe, que sédo apontadas pela Convencdo de Ramsar como
uma das cinco areas brasileiras de relevancia internacional do ponto de vista
ambiental (RAMSAR, 2006).

O presente estudo foi realizado na lagoa Mangueira, que fica parcialmente
inserida na ESEC Taim, local que serve refugio, nidificacdo e reproducdo para essa
espécie. Esse ambiente apresenta risco de contaminacdo por metais pesados,
devido aos efluentes provenientes das lavouras de arroz irrigado que atuam no seu
entorno e as descargas de derivados de petréleo de embarcagbes de pesca que
atuam no seu interior. Foram obtidas amostras nos verfes de 2012 e 2013
provenientes de individuos de Cygnus melanocoryphus capturados na Lagoa
Mangueira. Os objetivos foram identificar se: a) as concentracdes de Cu, Cd e Pb
em amostras de penas de C. melanocoryphus variam de acordo com 0 sexo e a
idade dos animais; b) a quantidade de micronucleos varia com as concentragées de

Cu, Cd e Pb c¢) a quantidade de micronucleos varia com 0 sexo e a idade.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

A Estacgdo Ecoldgica do Taim (32°32'18,3"S, 52°32'21,8"W) esta localizada no
sul do Rio Grande do Sul, abrangendo os municipios de Rio Grande e Santa Vitoria
do Palmar. E uma area de grande importancia ecoldgica, pois abriga uma enorme
diversidade de espécies animais e vegetais. O clima é uma transicdo de
subtemperado a temperado Umido, apresentando uma média de temperatura anual
de 12,1°C a 22°C e o solo arenoso suporta uma vegetacdo herbacea rasteira
(CALLIARI, 1998, MALUF, 2000).

A ESEC Taim esta inserida em uma matriz de lavouras de arroz e grande
parte dos efluentes provenientes destas lavouras da zona sul é liberada nessa

regido. A agua utilizada na orizicultura é captada da lagoa Mangueira e apos é
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devolvida juntamente com os defensivos agricolas, que contém metais pesados.
Além disso, na Lagoa Mangueira a pesca € uma atividade importante e intensiva,
pois € uma forma de subsisténcia para as populagdes ribeirinhas, no entanto, as
embarcacdes utilizadas na pesca liberam derivados do petréleo contendo metais

pesados na lagoa.

t’ ;
T /
N = /

) ._-‘-l. :: — /
T [E' Porto Alegre
S
L
Lagoa dos Parogl /
!

/[
N e ,rJII
N M/
\

"}-\.‘h }, ) 7

J' :—‘}:/ 4
,"! ,/ft" A
A s / Oceano Atlantico

4

\ s{ / Rio Grande

e = .fj\' /'r
/) /] ESEC Taim
/

‘z (_/' S
A /.’\
~~ %\ o fF
I/ !

y K’ Lagoa Mangueira

—
S

) Santa Vitoria do Palmar

Figura 1. Mapa indicando a localizacdo da ESEC Taim e Lagoa Mangueira.
Captura das aves

As capturas dos individuos de cisne de pesco¢o preto ocorreram nos meses
de fevereiro e janeiro de 2012 e 2013, respectivamente. As capturas foram
realizadas de forma manual, através de persecucao utilizando um barco,
considerando que, no periodo de muda, os animais ndo conseguem alcar voo
(CALABUIG et al., 2010a). Além disso, foram realizadas em época poés-reprodutiva,
tornando-se mais facil a captura e a amostragem de filhotes. A licenca para captura

e amostragem dos animais foi emitida pelo SISBIO sob o namero 36325-3. Ainda,
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para evitar repeticdes de amostragem por individuo, as aves foram anilhadas com
anilhas metélicas fornecidas pelo CEMAVE através do numero de licenga 3407-2.
Foram capturados 18 individuos de cisne de pescoco preto em 2012 e 39
individuos em 2013. Desses, 22 machos adultos, 19 fémeas adultas, nove machos
filhotes, quatro fémeas filhotes e trés filhotes sem determinacdo do sexo. Todas as
aves adultas capturadas apresentavam estagio avancado de muda (medida da nona
pena superior a 80 mm). ApoOs a captura os animais foram acondicionados em sacos
de pano, onde permaneceram até a triagem, apds a triagem os animais foram

devolvidos para a lagoa.

Coleta de amostras

Os animais foram pesados com uma balanca de 10 kg, para nao ultrapassar o
limite de seguranca de extracdo de 1% da sua massa corporal (LUMEIJ, 1997). As
amostras de sangue foram coletadas entre 10 h e 16 h para minimizar os efeitos do
ciclo circadiano (CALABUIG et al., 2010b). Foram utilizadas seringas de 3 mL e 0
sangue foi extraido da veia metatarsal medial. O sangue para a sexagem molecular
foi acondicionado em tubos eppendorf de 1,5 ml com heparina-lithium. Uma gota de
sangue fresco de cada animal foi utilizada para fazer esfregaco em laminas
identificadas, para a analise de micronucleos em eritrcitos. Foram coletadas penas
de varias partes do corpo de forma manual durante a triagem do animal e
acondicionadas em sacos plasticos, para a utilizacdo na analise das concentracfes

de metais pesados.

Sexagem cloacal

O sexo dos animais adultos foi determinado primeiramente através de
sexagem cloacal no campo e a posteriori através de sexagem molecular. O sexo dos

filhotes foi determinado através de sexagem molecular. Todos os individuos adultos
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foram sexados através da cloaca para a identificacdo de machos e fémeas. A
sexagem cloacal identifica os machos através de um sulco visivel erétil, o pénis, na
parede ventral da cloaca (MATHIASSON, 1980; PROCTOR; LYNCH, 1993; BROWN
et al., 2003).

Sexagem molecular

Para sexagem molecular as amostras de sangue foram analisadas no Centro
de Biotecnologia (CenBiot), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). A extracéao
do DNA foi realizada de acordo com os procedimentos realizados por Lahiri e
Nurnberger (1991). E o DNA foi amplificado utilizando indicadores descritos por He
et al. (2005) para Cygnus atratus. As amplificacdes de PCR foram separadas em um

gel de agarose a 1%, corados com brometo de etidio e visualizadas sob luz UV.

Determinacgao da idade

A idade foi determinada através da plumagem. Filhotes nascem com
plumagem branca, passando para uma plumagem castanha acinzentada quando
jovens (SCHLATTER et al.,2002). As aves adultas apresentam a plumagem
completamente branca, com exce¢do do pescoco e cabeca que sdo totalmente de
cor preta, e na parte superior da cabeca possuem uma caruncula avermelhada
(PEREZ, 2006, SCHLATTER et al.,2002).

Contagem de micronucleos

Em laboratério as laminas de esfregaco foram submetidas a um periodo de

espera overnight, secando a temperatura ambiente para a fixacdo do material. Apés,
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a lamina foi submersa em metanol (100%) durante 10 minutos, depois lavada com
agua destilada e corada com Giemsa (5%) durante 40 minutos, posteriormente foi
lavada com agua destilada e seca a temperatura ambiente (BUCKER et al., 2006).
As laminas foram analisadas em microscopio éptico e resolucédo de 100 x através de
teste cego contando-se 2500 células por lamina, totalizando 5000 células por
individuo (SOPEZKI et al., 2007).

Dosagem dos metais pesados em penas

As amostras de penas foram pesadas em balanca de precisdo de 0,01 g
(peso umido), ap6s acondicionadas em tubos falcon. Em seguida foi realizado o
processo de lavagem e limpeza das penas. Foram adicionados 5 ml de acetona aos
tubos que continham as penas, misturado e depois a acetona foi descartada, esse
processo foi repetido trés vezes. Em seguida, foram adicionados 5 ml de agua
destilada aos tubos que foi misturada as penas, esse processo também foi repetido
trés vezes. Depois, 0s tubos sem tampa foram colocados na estufa a 50°C durante
48 horas para a secagem do material.

O material apés a secagem foi pesado novamente (peso seco), e
completamente digerido em 2 mL de HNO?® (65% - Suprapur, Merck, Haar, Germany)
por 96 horas. ApoOs esse periodo as amostras digeridas foram secas novamente em
estufa (50°C) por 96 horas para evaporacdo do &cido e minimiza¢do dos possiveis
efeito nas leituras. As amostras digeridas e secas foram entdo diluidas com 5 mL de
agua Milli-Q para posterior analise de Cu, Cd e Pb por espectrometria de absorcao
atbmica por chama (AAS 932 Plus, GBC, Hampshire, IL, USA), como descrito
previamente (BIANCHINI et al., 2003; PINHO et al., 2007; LOPES et al., 2011).

A concentracdo dos metais nas penas foi expressa em pg/g Peso Seco
(PS). A leitura em espectrofotometro de absorcdo atbmica por chama dos metais
pesados foi realizada no laboratério de Absorgcédo atémica da Universidade Federal
de Rio Grande (FURG).
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Analise dos dados

Foi utilizado o programa STATISTIC 8 da Stat Soft. Os metais Cu, Cd e Pb e
os dados de micronucleos foram transformados em logaritmico para se aproximar de
uma distribuicdo normal. Foi aplicada ANOVA para cada varidvel dependente
(metais e micronudcleos), sendo a idade e 0 sexo as variaveis explicativas. Também
foi aplicada uma ANOVA para cada variavel dependente (metais e micronucleos),
sendo 0 sexo a variavel explicativa. Foi feita uma MANOVA para saber se a
interacao entre sexo e idade influencia a concentragdo de metais e a quantidade de
micronucleos. Por fim, foi feita uma Regressao Simples para saber se a quantidade
de micronucleos esta relacionada com as concentracdes de metais, colocando como
variavel dependente os micronucleos e variavel independente as diferentes
concentracbes de metais. Apds as analises os residuos foram analisados para
verificar a normalidade. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

Diferencas significativas foram observadas entre idades (adulto e filhote) para
as concentracdes nas penas de Cu (N= 57, DF= 55, F= 5, p< 0,05), de Cd (N= 44,
DF=42, F= 4, p< 0,05) e de Pb (N=50, DF= 48, F= 18,7, p< 0,05). Nas figuras 2, 3 e
4 pode-se observar as concentracfes (meédiatSE) de Cu, Cd e Pb em penas
conforme a idade com escala de 0,1 ug/g. As médias das concentra¢bes de Cu, Cd
e Pb em penas de cisne de pescoco preto e as médias da quantidade de
micronucleos estao ilustradas na tabela 1, onde também podem ser observados o
tamanho da amostra (N), o desvio, 0 erro padrdo e as concentragdes minimas e
méaximas encontradas.

N&o houve diferencas significativas entre os sexos nas concentracdes de Cu,
Cd e Pb (p>0,05). Como também, n&o houve diferencas significativas entre sexo e
idade nas concentracdes dos metais pesados Cu, Cd e Pb (p>0,05). Ainda, ndo
foram observadas diferengas significativas entre a frequéncia de ocorréncia de

micronucleos e a idade ou o sexo (p>0,05). Nao foi encontrada nenhuma relacéo
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entre a frequéncia de ocorréncia de micronucleos e as concentragdes dos metais
pesados Cu, Cd e Pb (p>0,05).

Tabela 1. Tamanho das amostras (N), estatisticas descritivas (média, desvio e erro

padrdo) e valores minimos e maximos das concentracfes de metais pesados Cu, Cd

e Pb (ug/g PS) em penas de C. melanocoryphus e da quantidade de micronucleos.

Adulto Filhote Macho Fémea
41 16 31 19

Cu
Média 12,39 15,12 13,4 13,06
Desvio 2,75 6,08 5,11 2,9
Erro 0,43 1,52 0,92 0,67
Min-Max 6,19-20,23 10,47-31,81 6,19-31,81 9,07-20,23
Cd
Média 0,16 0,33 0,23 0,21
Desvio 0,2 0,46 0,24 0,42
Erro 0,03 0,12 0,04 0,1
Min-Max 0,02-0,64 0,06-1,92 0,03-0,67 0,02-1,92
Pb
Média 1,49 3,77 1,67 2,22
Desvio 1,51 1,89 1,82 1,66
Erro 0,24 0,47 0,33 0,38
Min-Max 0,24-6,53 0,47-7,25 0,48-6,53 0,24-7,25
Micronutcleos
N 36 16 27 19
Média 1,88 2,31 2,33 1,57
Desvio 0,3 0,36 0,35 0,39
Erro 1,81 1,44 1,81 1,7
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C. melanocoryphus em adultos e filhotes (médiatSE e escala de 0,1 pg/g).
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Figura 4. Concentracdes de Pb (ug/g PS) em penas de

C. melanocoryphus em adultos e filhotes (médiazSE e escala de 0,1 pg/g).

Concentracao de metais pesado

OY3SNosia

Os metais pesados quando ingeridos pelas aves, pode acumular-se nos
orgaos ou ser sequestrados pelas penas, ligando-se as moléculas de proteina nas
penas durante o periodo de crescimento, quando estdo conectadas a corrente
sanguinea, o que demonstra a exposicdo local (LEWIS; FURNESS, 1991,
MONTEIRO, 1996, DAUWE et al., 2003). Dessa forma, como as penas refletem a
concentracdo de metais pesados durante o crescimento, os resultados do presente
estudo refletem as concentracdes dos metais pesados Cu, Cd e Pb presentes na
lagoa. Visto que, os individuos de cisne de pescogo preto capturados estavam na
lagoa a pelo menos quatro semanas, sendo que os filhotes tinham entre 45 e 75

dias, nasceram e permaneceram nesse local durante esse periodo. E os adultos
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estavam em estado avancado de muda, devido ao tamanho da nona pena (superior
a 80 mm), desta forma, ndo podendo se deslocar através do voo para outro local.

Os resultados deste estudo mostram que a maior concentracdo de Cu em
penas de cisne de pescoc¢o preto em adultos foi 20,23 pg/g PS e em filhotes foi
31,81 pg/g PS (tabelal). Conforme Kim e Koo (2008) concentragbes de Cu em
penas de 14,3 ug/g PS borrelho (Charadrius alexandrinus) e 13,3 pg/g PS pilrito-
comum (Calidris alpina) ndo causam efeitos negativos nas aves. Moreno et al.
(2011) encontraram concentracbes de Cu de 16,7 pg/g PS em gaivota de patas
amarelas (Larus michahell) e de 11,5 pg/g PS em corvo marinho de crista
(Phalacrocorax aristotelis), mas afirmam que os dados disponiveis sobre Cu séo
insuficientes para avaliar o impactos das concentragfes detectados no estudo. Com
base nesses dados, podemos inferir que o valor mais alto encontrado em filhotes de
cisne de pescoco preto de 31,81 pg/g PS é elevado para esse metal, no entanto,
ndo existem dados disponiveis sobre os efeitos de concentragdes elevadas do Cu
em penas de aves.

Em relacdo ao Cd, Burger (1993) sugere que as concentracdes em penas que
estdo associadas a efeitos toxicos e subletais variam entre 0,1 pg/g e 2,0 pg/g em
aves. A maior concentracdo de Cd em penas de adultos foi de 0,64 pg/g PS e em
filhotes foi de 1,92 ug/g PS. Efeitos subletais de chumbo e mercurio em aves estédo
associados a concentracoes de 4 ug/g a 5 ug/g em penas, entretanto, concentracdes
inferiores de Cd podem causar efeitos subletais (BURGER; GOCHFELD, 1994).
Desta forma, os resultados indicam que as concentra¢gdes mais altas de cadmio em
penas, encontradas em filhotes e adultos, podem causar efeitos toxicos e subletais
em cisne de pescoco preto. O cadmio em niveis toxicos nas aves pode causar
lesbes no tecido intestinal e renal, alteragdes no comportamento, dano testicular e
efeitos genotdxicos (FURNESS, 1996; AYLLON; GARCIA-VASQUEZ, 2000;
BURGER et al., 2008).

As concentracfes de Pb acima de 4 ug/g PS em penas esta associada com
envenenamento e intoxicacdo (BURGER; GOCHFELD, 2000a; MORENO et al.,
2011). Concentracbes de chumbo de 5 ug/g PS em penas de gaivota prateada
(Larus argentatus) foram associados com comprometimento do crescimento e
sobrevivéncia dos individuos estudados (BURGER; GOCHFELD, 1995). Neste

estudo, a maior concentracdo em penas de Pb em adultos foi de 6,53 pug/g PS e em
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filhotes foi de 7,25 pg/g PS (tabela 1). De acordo com a bibliografia, as
concentracbes mais altas encontradas de Pb em penas de cisne de pescogo preto
estdo elevadas podendo causar intoxicacdo e envenenamento, além de efeitos
toxicos. Segundo Burger e Gochfeld (2000b) e Katavolos et al. (2007) o Pb em
concentracOes elevadas pode afetar o desenvolvimento do sistema nervoso, reduzir
0 peso, o crescimento e a funcdo metabdlica, além de, interferir na capacidade de

VOO e na busca por alimento.

Metais pesados versus idade e sexo

Segundo Burger e Gochfeld (2000c) é esperado que adultos tenham
concentracbes maiores de metais pesados em penas do que filhotes, por causa do
tempo de exposicdo e bioacumulacdo nos tecidos internos, que podem ser
mobilizados do sangue para as penas. Entretanto, nossos resultados mostraram que
existem diferencas significativas entre a idade (adultos e filhotes) e que as
concentracbes dos metais pesados Cu, Cd e Pb nas penas de cisne de pescoco
preto foram maiores em filhotes (figuras 2,3,4).

Os adultos utilizam a lagoa Mangueira como local de muda. Segundo Dauwe
et al. (2004), as penas podem desempenhar o papel tanto de armazenagem quanto
de eliminagdo dos metais pesados. Ainda, as aves eliminam metais pesados do
corpo através da plumagem durante o periodo de muda, podendo explicar a
diferenca de acumulacdo nas penas (BURGER, 1993; ELLIOT; SCHEUHAMMER,
1997). Essas informacdes poderiam explicar porque o0s adultos apresentam
concentragcbes menores dos trés metais pesados estudados. Como todos os
individuos estavam em avancado estagio de muda, eles podem ter eliminado grande
parte dos metais durante a troca de penas. Além disso, as concentragcdes menores
de cadmio encontradas em adultos em relacéo aos filhotes, podem ser explicadas
porque o cadmio é regulado metabolicamente em aves adultas e concentracdes ndo
aumentam com a idade (KOJADINOVIC et al., 2007).

Em relacédo aos filhotes capturados no nosso estudo, eles tinham entre 45 e

75 dias, o que demonstra que eles nasceram e permaneceram nha lagoa nesse
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periodo. As concentragdes de Cu, Cd e Pb maiores em filhotes comparadas com as
concentracbes em adultos de cisne de pescocgo preto, pode ter ocorrido porque 0s
filhotes receberam parte dessas concentracbes de metais ainda no ovo. A
concentracdo de metais pesados em ovos reflete a ingestdo de contaminantes pela
fémea um pouco antes da postura dos ovos (LEWIS et al., 1993; MONTEIRO e
FURNESS, 1995; FURNESS, 1996; BURGER; GOCHFELD, 2000a). Além disso,
concentracbes de metais pesados maiores em filhotes podem ser resultado das
diferencas das concentracbes dos metais pesados nas diferentes propor¢cdes de
alimentos que os pais e os filhotes consomem (BURGER; GOCHFELD, 2000b).
Como também, os filhotes de aves podem acumular e excretar metais de formas
diferentes, porque a dieta, metabolismo e fisiologia sdo diferentes (DAUWE et
al.,2002).

No nosso estudo ndo foram encontradas diferengcas significativas nas
concentracbes dos metais pesados Cu, Cd e Pb em penas entre 0os sexos. Apesar
das fémeas de aves excretarem metais através dos ovos e cascas de 0vos
(BURGER, 1993, BURGER e GOLCHFELD, 1995; TOM et al., 2002; BURGER et al.,
2008). Além disso, os individuos de cisne de pescoco preto foram capturados no
periodo pds-reprodutivo, assim, as fémeas ja teriam eliminado metais através dos
ovos a mais ou menos 60 dias. Ademais, alguns metais como o chumbo podem
interagir com o calcio e 0 magnésio, que séao tratados de forma diferente em machos
e fémeas (DAUWE et al., 2002). Entretanto, como nao houve diferencas
significativas entre machos e fémeas neste estudo, a interagdo entre os metais e 0
calcio e magnésio ndo ocorreu. Ainda, a relacéo entre sexo e idade néo influenciou a

concentracdo dos metais em penas de cisne de pescoco preto.

Contagem micronucleos

Os agentes genotdxicos causam danos ao DNA e podem acarretar lesées nas
células e orgdos (RIVERO, 2007). No nosso estudo ndo houve diferencas

significativas entre a quantidade de micronucleos e a idade ou sexo, nem entre a
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concentracdo de metais pesados. Desta forma, ndo se pode afirmar que a
quantidade de micronucleos esta relacionada com as concentra¢des de metais.

Em adultos de cisne de pescoco preto foi encontrada uma média de 1,88
micronucleos (MNs) (tabela 1) a cada 5.000 células, em filhotes uma média de 2,31
MNs (tabela 1) a cada 5.000 células. Entretanto, apesar dos filhotes terem
apresentado uma maior quantidade de micronucleos, essa diferenca entre idades
nao foi significativa. Além disso, em machos foi encontrada uma média de 2,33 MNs
e em fémeas 1,57 MNs (tabela 1) a cada 5.000 células.

Pinhatti et al. (2006) realizaram um estudo que teve como objetivo determinar
a quantidade de micronacleos na Arara Canindé (Ara ararauna), os resultados
demonstraram uma média de 0,57 micronucleos a cada 2000 eritrocitos, concluindo
que a espécie pode ser utilizada para o monitoramento de agentes toxicos no
ambiente. Zufiga-Gonzéles et al. (2000) realizaram um estudo buscando a
guantidade de micronucleos no sangue periférico de diferentes espécies, entre eles
trés espécies de Cygnus (C. olor, C. buccinator e C. atratus), que apresentaram uma
quantidade de 0,2 micronucleos a cada 10.000 eritrocitos para Cygnus sp.
Entretanto, estudos utilizando aves como bioindicadores de contaminagdo ou
poluicdo ambiental através do teste de micronucleos sdo escassos.

Em nosso estudo, apesar das concentracbes dos metais pesados Cu, Ca e
Pb terem sido elevadas na penas de cisne de pescoco preto, a relacdo dos metais
com os micronucleos néo foi significativa. Alguns organismos tém quantidades de
micronucleos proximas a zero em sangue periférico, isso porque, qguando expostos a
agentes toxicos, esses organismos podem ser muito eficientes em retirar células
com micronucleos de circulacdo (ZUNIGA-GONZALES et al., 2000). Ainda, a perda
de sensibilidade a um agente genotoxico pode ocorrer devido ao aumento das
respostas fisioldgicas a exposi¢ado crénica aos poluentes (THOMAS et al., 1999).

Essas informacdes poderiam explicar porque a frequéncia de microndcleos
nao tem relacdo com as concentracbes dos metais pesados. Além disso, um
aumento na capacidade de reparo do DNA pode ocorrer, desta forma, as quebras de
DNA néo séo convertidas em micronucleos (BARBOSA et al., 2010). E em algumas
espécies, 0 baco ou o reticulo endotelial filtra 0 sangue, eliminando eritrcitos velhos
que contenham microntcleos (RAMIREZ-MUNOZ et al., 1999). Ainda, pode ocorrer

o desenvolvimento de mecanismos adaptativos de tolerancia ao estresse causado
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por agentes téxicos, que promovem 0 aumento da substituicdo dos eritrocitos
micronucleados, para manter o sistema fisiologico em condi¢ées normais (MERSCH
et al., 1996).

CONCLUSOES

Foi observada uma diferenga significativa entre as concentragdes dos metais
pesados Cu, Cd e Pb em penas de adultos e filhotes de cisne de pescoco preto,
essas diferencas refletem a concentracdo desses metais na lagoa Mangueira.
Apesar da literatura escassa disponivel e da quase inexisténcia de literatura
relacionada a contaminacdo de aves por metais pesados no Brasil, o presente
estudo demonstrou que as concentracbes dos metais pesados em penas Sao
consideradas elevadas de acordo com a bibliografia consultada.

O nosso estudo demonstra que os individuos de cisne de pescoco preto
podem estar sofrendo efeitos negativos, em virtude da exposicdo aos metais
pesados, entretanto, mais estudos sdo necessarios para entender quais os efeitos
desses metais nessa populacado. A utilizacao de adultos em estagio inicial de muda e
filhotes com menos dias de vida ou prestes a voar, poderia demonstrar melhor a
relagdo entre as concentragcdes dos metais pesados com a idade. Além disso, a
utilizacdo de fémeas em época pré-reprodutiva poderiam explicar melhor a relacao

entre a concentracao de metais com o sexo.
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CONCLUSOES FINAIS

Foi observada uma diferenga significativa entre as concentragdes dos metais
pesados Cu, Cd e Pb em penas de adultos e filhotes de cisne de pescoco preto,
essas diferencas refletem a concentracdo desses metais na lagoa Mangueira. N&o
houve relacdo entre o sexo e a quantidade de microndcleos com as concentracées
dos metais pesados e nem entre a quantidade de micronucleos com a idade e sexo.

Apesar da literatura escassa disponivel e da quase inexisténcia de literatura
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by

relacionada a contaminacdo de aves por metais pesados no Brasil, o presente
estudo demonstrou que as concentracbes dos metais pesados em penas Sao
consideradas elevadas de acordo com a bibliografia consultada.

O nosso estudo demonstra que os individuos de cisne de pescoco preto
podem estar sofrendo efeitos negativos, em virtude da exposicdo aos metais
pesados, entretanto, mais estudos sdo necessarios para entender quais os efeitos
desses metais nessa populacdo. A utilizacao de adultos em estagio inicial de muda e
filhotes com menos dias de vida ou prestes a voar, poderia adicionar informacdes a
relacdo entre as concentragdes dos metais pesados com a idade. Desta forma, a
utilizacdo de fémeas em época pré-reprodutiva poderiam explicar melhor a relacéo
entre a concentracdo de metais com o sexo. E a recaptura de individuos de cisne de
pescoco preto poderia demonstrar variagdes nas concentracdes de Cu, Cd e Pb e
na quantidade de micronudcleos. Por fim, seria interessante adicionar a este estudo
dados ambientais como andlise de metais pesados na agua e no sedimento da

lagoa Mangueira.



