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RESUMO

O crescente aumento das atividades antropicas tem intensificado a ameaga aos manguezais,
principalmente através da poluicdo da agua por efluentes industriais e domésticos. Um grande
problema desses efluentes € a intensificagdo do risco de polui¢cdo por metais. Atualmente,
técnicas para a deteccdo de alterages eritrocitarias, tém sido amplamente utilizadas na deteccao
de danos genotoxicos, dentre elas esta a analise de micronucleo e de outras anormalidades
nucleares eritrocitarias. Neste estudo, os objetivos foram: (1) avaliar a relacdo entre as
concentragdes dos metais e a ocorréncia de MN e outras ANE’s; (2) avaliar a ocorréncia de MN
e outras ANE’s por nicho de forrageamento; e (3) avaliar a ocorréncia de MN e outras ANE’s
por local de captura das aves. Para analise das anormalidades nucleares eritrocitarias foram
realizadas capturas de diferentes espécies de aves nos municipios de Grossos e de Porto do
Mangue, ambos localizados no estado do Rio Grande do Norte. Foram capturados 114
individuos de 13 espécies de aves. De cada individuo capturado foi coletada amostra de sangue
e preparado o esfregaco sanguineo, sendo contadas 5.000 células por individuo, para quantificar
as anormalidades nucleares eritrocitarias, também foram determinadas as concentracGes dos
seguintes metais: Zinco (Zn), Cobre (Cu), Chumbo (Pb), Manganés (Mn), Ferro (Fe), Cromo
(Cr), Cadmio (Cd) e Niquel (Ni) por Espectrometria de absor¢do atbmica. Foram registradas
um total de 1531 anormalidade nuclear eritrocitaria e todos os individuos apresentaram pelo
menos um tipo. Os resultados demonstram que as espécies avaliadas apresentaram uma
frequéncia de MN e outras ANE’s inferiores a outros trabalhos, mas que ha uma relagdo
significativa com as concentracdes de Pb, Cu, Zn, Ni e Fe e a formagdo de ANE’s em aves. Ha
variagdo na frequéncia de ANE’s entre 0s nichos de forrageamento. Ainda, que a quantidade de
ANE’s encontradas nas aves capturadas, reforca a ideia de que as aveS podem ser Uteis na
avaliacdo das perturbacGes ambientais causadas por poluentes através dos testes de
genotoxicidade. Por fim, reforca a importancia da analise de outras anormalidades nucleares
eritrocitarias junto a analise de microndcleo, visto que esta foi mais frequente do que

micronucleos.

Palavras-Chave: Danos aos DNA; Manguezal; Atividades antropicas; Contaminacéo;
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1. Introducéo

Os metais classificados como essenciais, sdo aqueles que atuam no funcionamento
metabdlico dos organismos, quando em concentracdes ideais, e 0s ndo essenciais aqueles que
independentemente da concentra¢do, causam algum prejuizo no funcionamento metabdlico dos
organismos (BEVERIDGE et al., 1996). Os metais essenciais séo divididos em macro e
microelementos; ja os ndo essenciais sdo microcontaminantes ambientais (ALVAREZ;
ROCHA-GOMES, 2023; GONCALVES; GONCALVES, 2016). Dentre os metais essenciais e
ndo essenciais, 0s de maior interesse no contexto ambiental sdo: arsénio, cadmio, cromo, cobre,
chumbo, mercurio, niquel e zinco, pois causam sérios efeitos a satide dos organismos vivos, por
serem considerados os metais pesados mais perigosos (BARAKAT, 2011). Os metais podem
causar diversas alteracdes no funcionamento metabdlico dos organismos devido a sua
deficiéncia, presenca ou excesso (SEMEDO, 2014; STOCKER, 2019)

Em decorréncia da contaminacao por metais, os organismos podem chegar a ter alteracfes
neurologicas (DING et al., 2020), alterac6es no sistema circulatério, que impactam diretamente
a sua sobrevivéncia (DE SOUZA et al., 2017; HURTADO et al., 2020), pois impactam na
qualidade e quantidade de trocas gasosas em animais altamente dependentes de oxigénio para
suas atividades (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012). No caso das aves, estudos apontam
deficiéncia na formacdo da casca dos ovos (DING et al., 2020), reducdo do sucesso reprodutivo
(KALISINSKA et al., 2004; SPAHN; SHERRY, 1999), além de afetar negativamente o sistema
digestivo, cardiovascular e respiratério, podendo levar até mesmo a morte (HURTADO et al.,
2020; MATEO et al., 1998). O Zinco, por exemplo, é essencial para a formacdo de penas
(SUNDE, 1972), porém foi registrado que em altas concentragdes pode causar prejuizos na
funcdo reprodutiva (GASAWAY; BUSS, 1972). O Cadmio pode afetar de forma negativa o
tamanho da ninhada de aves, sendo que quanto mais altos os seus niveis, menor a qualidade dos
ovos e tamanho da ninhada (DING et al., 2020). Ja quanto maior a concentracdo de Chumbo,
menor a taxa de crescimento do comprimento da asa e do tarso de filhotes de aves (DING et
al., 2020).

A contaminacdo de ecossistemas por metais, pode ocorrer por meio de fontes naturais,
por exemplo através da interacdo das rochas com o ambiente circundante, porém a maior parte
desta poluicdo esta relacionada com as atividades antropicas (KOBIELSKA et al., 2018). O
crescente aumento das atividades antropicas tem intensificado a ameaca aos ecossistemas

manguezais, que sdo importantissimos especialmente para as aves migratorias (ALENCAR et
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al., 2016). Para essas aves, 0s manguezais sao importantes areas de invernada, servindo de sitios
de parada e alimentacdo, além de servirem de locais de refugio e reproducdo (SOUZA et al.,
2018). No Rio Grande do Norte, umas das principais ameacas ao ecossistema manguezal, séo
as industrias salineiras e a carcinicultura (MEDEIROS; CARVALHO; PIMENTA, 2014). As
salinas e os criatorios de camardo, embora sejam importantes para a economia do pais, causam
diversos impactos (MEDEIROS; CARVALHO; PIMENTA, 2014). Ainda, a poluicdo da 4gua
por efluentes industriais e domésticos (ALMEIDA; BARBIERI, 2008) € um grande problema
ja que intensifica o risco de poluicdo por metais (ALMEIDA; BARBIERI, 2008). A intensa
atividade bacteriana na decomposicdo da matéria organica, no manguezal, torna o sedimento
um ambiente anoxico, favorecendo a retencdo dos metais (SOUZA et al., 2018). Por isso, as
aves gue utilizam esse ecossistema (i.e. agua e sedimento para alimentacdo, vegetacdo para
abrigo e reproducdo), estdo altamente susceptiveis a contaminacdo por metais (MEDEIROS;
CARVALHO; PIMENTA, 2014).

Técnicas para a deteccdo de alteracBes eritrocitarias, tém sido utilizadas como
bioindicadoras (BOMBAIL et al., 2001; HARABAWY; MOSLEH, 2014; ZAFALON-SILVA
et al., 2017). As anormalidades nucleares eritrocitarias (ANE’s), sao malformagdes nucleares
que aparecem nos eritrocitos como resultado de dano gendmico de substancias genotoxicas
(THOME; SILVA:; SANTOS, 2016). Dentre elas, os microntcleos (MN) sdo os mais utilizados
na analise de genotoxicidade (ROMERO et al., 2021; SANTOS et al., 2017), porém a inclusdo
da analise de outras ANE’s em estudos sobre genotoxicidade em aves sdo de suma importancia,
visto que essas podem ser mais frequentes que os micronicleos (STOCKER et al., 2022).
Ainda, Harabawy e Mosleh (2014) sugerem que algumas ANE’s podem ser precursoras de MN,
0s quais sdo encontrados no citoplasma celular e separados do ndcleo principal, como resultado

da ndo incorporacgéo ao nucleo do tecido em divisdo (BORGES et al., 2018).

Devido a sensibilidade das aves as mudangas ambientais, as mesmas sao Otimas
bioindicadoras de perturbagbes (BAESSE, 2019; TOMAZELLI et al., 2022). Como o0s
manguezais vém sofrendo fortes pressdes antropicas que afetam negativamente as funcGes e
servigos oferecidos por esse ecossistema (ALENCAR et al., 2016), os testes de genotoxicidade,
como a andlise de ANE’s em aves, sdo de grande relevancia para a gestdo da qualidade
ambiental (MINISSI; CICCOTTI; RIZZONI, 1996) e para a conservacdo desse ecossistema
que é de suma importancia para a manutencao da biodiversidade, por fornecer recursos diretos

e indiretos a diversas espécies (SOUZA et al.,, 2018). Apesar disso, ha poucos estudos
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relacionando a contaminagdo ambiental com as ANE’s em comunidades de aves de

manguezais.

Em razdo da escassa informacao na literatura sobre a ocorréncia de ANE’s em aves de
manguezais ¢ da importancia da analise de outras ANE’s além de MN, os objetivos deste estudo
foram: (1) avaliar a relagdo entre as concentragfes dos metais e a ocorréncia de MN e outras
ANE’s; (2) avaliar a ocorréncia de MN e outras ANE’s por nicho de forrageamento; e (3) avaliar
a ocorréncia de MN e outras ANE’s por local de captura das aves. As hipoteses sdo que (1) ha
relacdo direta entre as concentracGes dos metais (Zn, Cu, Pb, Mn, Fe, Cr, Cd e Ni) e aocorréncia
de MN ¢ outras ANE’s; (2) ha diferencas na ocorréncia de MN e outras ANE’s de acordo com
o nicho de forrageamento das espécies de aves e; (3) ha diferencas na ocorréncia de MN e outras

ANE’s de acordo com o local de captura das aves.
2. Material e Métodos

2.1 Area de estudo

Para andlise das anormalidades nucleares eritrocitarias, e quantificagdo da concentracéo
de metais foram realizadas capturas de diferentes espécies de aves de fevereiro de 2022 a agosto

de 2023 nos municipios de Grossos e de Porto do Mangue, no estado do Rio Grande do Norte.

O municipio de Grossos (04°58°48,0” S; 37°09°18,0” O) esta localizado na mesorregido
Oeste Potiguar e na microrregido Mossoro, abrangendo uma area de 138 km2 (BELTRAO et
al., 2005). O clima do municipio é do tipo muito quente e semiérido, com estacdo chuvosa
atrasando-se para o outono, concentrada nos meses de fevereiro a maio, a temperatura média
anual é de 27,3 °C (BELTRAO et al., 2005). A maior parte do seu territorio esta situado nos
dominios da bacia hidrografica Apodi-Mossord (80%), sendo banhado pela sub-bacia do Rio
Mossord, que o limita a leste, sendo perene neste trecho de seu curso (BELTRAO et al., 2005).
O municipio de Porto do Mangue (05°04°04,8” S; 36°46°55,2” O) também est4 situado na
mesorregido Oeste Potiguar, porém na microrregido Vale do Acu e abrangendo uma area de
331 km2 (MASCARENHAS et al., 2005). O clima do municipio também é do tipo muito quente
e semiarido, com estacdo chuvosa atrasando-se para 0 outono, porém a mesma esta concentrada
nos meses de marco a abril, a temperatura média anual é de 27,5 °C (MASCARENHAS et al.,
2005). E esta situado nos dominios da bacia hidrografica Piranhas-Agu, sendo banhado pelos
rios dos Cavalos e das Conchas, perenizados no final do seu curso (MASCARENHAS et al.,
2005).
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Figura 1. Mapa da localiza¢éo das areas de estudo na regido estuarina de Grossos e Porto do Mangue
(Elaboracdo: Raul dos Santos, 2023, Fonte: IBGE).

2.2 Coleta das amostras

Este trabalho foi desenvolvido com a licenga N° 77462-3 do Sistema de Autorizacao e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) e parecer N° 23091.00413/15-2021 da Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA). A captura das aves foi realizada através de redes neblina de
12 m de comprimento e 2,5 m de altura, com uma abertura de malha de 16x16 mm. Todas as
aves capturadas foram identificadas em nivel de espécie e anilhadas para evitar coleta das
informacdes de forma duplicada em casos de recaptura. A cada campanha de coleta foram
instaladas 10 redes em locais com menos incidéncia de vento, na margem do Rio das Conchas,
o qual faz parte da Area de Protecdo Ambiental (APA) Dunas do Rosado, localizada em Porto

do Mangue-RN e do Rio Apodi-Mossor0 na praia da Barra, Grossos-RN.

Para a andlise dos metais e confec¢do do esfregaco sanguineo, foi extraido sangue da
jugular das aves capturadas, com auxilio de uma seringa hipodérmica, com agulha ultra fina 0,3
ml 6 mm x 31 g. O sangue extraido foi gotejado sobre Iaminas previamente identificadas e
espalhado com auxilio de uma laminula, para a produgdo do esfregago sanguineo. O restante
foi armazenado em tubos Eppendorfs de 2 ml contendo EDTA e refrigerado, para
posteriormente ser feita as analises de metais. Todas as laminas foram confeccionadas em

duplicata.
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2.3 Testes de micronucleo e outras anormalidades eritrocitarias nucleares

As laminas de esfregaco sanguineo ficaram secando em temperatura ambiente por um
periodo de 24 horas. Apoés esse periodo, foi realizada a fixagao das mesmas através da imerséo
durante 10 minutos em metanol absoluto (100%). Em seguida, as laminas passaram por mais
um processo de secagem por 24 horas em temperatura ambiente. Logo ap0s, foram coradas
utilizando o corante Giemsa na proporcao de 1:30, durante 30 min, e novamente passaram por
um periodo de secagem por 24 horas em temperatura (PINHATTI, 2005; PINHATTI et al.,
2006).

Foram contadas 5.000 células por individuo, para quantificar as anormalidades nucleares
eritrocitarias. A analise das laminas de microscopia foi feita em um microscopio optico de luz
CX23, com aumento de 100 vezes, em teste cego, seguindo o modelo zig-zag, com intuito de
evitar a contagem das células de uma da mesma area mais de uma vez. Apesar da anélise de
MN ser a mais utilizada em estudos de genotoxicidade, principalmente com aves (ROMERO
et al., 2021), no presente estudo além dos MN, foram contadas as seguintes ANE’s: Broto
nuclear, Cauda nuclear, Nucleo segmentado, Bolha nuclear, Ponte nucleoplasmatica, Ndcleo
lobado, Célula binucleada e Ndcleo reniforme, seguindo a descri¢do de Oliveira (2020) (Figura
2).

A B C D E F

Figura 2. Esquema de anormalidades nucleares eritrocitarias observadas em aves coletadas na regido
estuarina de Grossos e de Porto do Mangue, entre fevereiro de 2022 e agosto de 2023. A- Célula com
nucleo normal; B- Micronucleo; C- Broto nuclear; D- Cauda nuclear; E- NUcleo segmentado; F- Bolha
nuclear; G- Ponte nucleoplasmatica; H- Nucleo lobado; I- Nucleo entalhado; J- Célula binucleada; K-
Nucleo reniforme (Fonte: Elaboracdo prdpria adaptado de Oliveira (2020)).
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2.4 Analise dos metais no sangue

Foram analisados 0s seguintes metais no sangue das espécies de aves capturadas: Zinco
(Zn), Cobre (Cu), Chumbo (Pb), Manganés (Mn), Ferro (Fe), Cromo (Cr), Cadmio (Cd) e
Niquel (Ni). Destes, os metais Cu, Ni, Cr, Zn, Mn e Fe sdo considerados microelementos
essenciais e 0 Pb e Cd sdo considerados microcontaminantes ambientais ndo essenciais
(BEVERIDGE et al., 1996; SOUTO et al., 2018).

Para determinar a concentracdo dos metais presente no sangue, as amostras de sangue
foram secas por cerca de 36 h na estufa, digeridas a frio por 48 h com a adi¢éo de 2 ml de acido
nitrico para cada 0,1 g de amostra seca. Apds completa digestdo, as amostras foram filtradas e
avolumadas a 14 ml com agua destilada, conforme metodologia descrita por Barreto (2013). A
leitura dos metais foi realizada pelo método de Espectrometria de absorcao atdmica, com limite

minimo de deteccdo igual a zero.
2.5 Categorizacao das espécies

Os nichos de forrageamento foram definidos através de informacdes sobre a alimentacéo
das espécies de aves estudadas, disponiveis nas plataformas = WikiAves

(https://www.wikiaves.com.br) e Animalia (https://animalia.bio) conforme Anexo 1.

2.6 Analises estatisticas

As varidveis avaliadas foram microndcleos e a somatoria de todas as anormalidades
nucleares eritrocitarias (incluindo micronticleos). A relagao entre MN e outras ANE’s e metais,
bem como a diferenca nas médias de ocorréncia de MN ¢ outras ANE’s por nicho de
forrageamento e local, foram analisados a partir de Modelos Lineares Generalizados, utilizando
uma distribui¢éo de Poisson e log-link como funcdo, por ndo apresentarem distribuicdo normal.
Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R versdo 4.1.3, adotando-se o nivel

de significancia de 5%.

A frequéncia de microndcleos e outras anormalidades nucleares eritrocitarias foi definida

a partir das formulas abaixo, conforme descrito em Duarte et al. (2012):

MN(%) NUmero de eritrocitos contendo micronucleos 100
X
0 Numero total de células contabilizadas

, Numero de eritrocitos contendo anormalidades nucleares
ANE's(%) ” - — x 100
Numero total de células contabilizadas
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3. Resultados e Discussao

Foram capturados 114 individuos de 13 espécies de aves. Desses individuos, 11 nédo
puderam ser analisados quanto as concentracdes de metais, pois a quantidade de sangue retirado
ndo foi suficiente para preparo das amostras. As espécies foram agrupadas de acordo com o seu

nicho de forrageamento (Tabela 1).

Tabela 1. Lista de espécies de aves coletadas na regido estuarina de Grossos e de Porto do Mangue,
entre fevereiro de 2022 e agosto de 2023, incluindo ordem, familia, nome cientifico, nome popular,
namero de registros, local de coleta e caracteriza¢do quanto ao nicho de forrageamento.

Espécies Nicho de
Nome cientifico Nome comum N PM G forrageamento
CHARADRIIFORMES
CHARADRIIDAE
Charadrius semipalmatus Bonaparte, 1825 Batuira-de-bando 2 X INVAQ
SCOLOPACIDAE
Actitis macularius (Linnaeus, 1766) Magarico-pintado 10 X PINAQ
Calidris pusilla (Linnaeus, 1766) Macgarico-rasteirinho 19 X INVAQ
Catoptrophorus semipalmatus (Gmelin, 1789) Macarico-de-asa-branca 1 X PINAQ
Limnodromus griseus (Gmelin, 1789) Magarico-de-costas-brancas 1 X INVAQ
Tringa flavipes (Gmelin, 1789) Magarico-de-perna-amarela 1 X INVAQ
COLUMBIFORMES
COLUMBIDAE
Columbina passerina (Linnaeus, 1758) Rolinha-cinzenta 24 X X GRAN
Columbina picui (Temminck, 1813) Rolinha-picui 11 X X GRAN
GRUIFORMES
RALLIDAE
Aramides mangle (Spix, 1825) Saracura-do-mangue 1 X PINAQ
PASSERIFORMES
THRAUPIDAE
Conirostrum bicolor (Vieillot, 1809) Figuinha-do-mangue 40 X X ARTROAR
TURDIDAE
Turdus leucomelas Vieillot, 1818 Sabia-barranco 1 X ARTROAR
PICIFORMES
PICIDAE
Picumnus limae Snethlage, 1924 Picapauzinho-da-caatinga 1 X ARTROAR
Veniliornis passerinus (Linnaeus, 1766) Pica-pau-pequeno 2 X ARTROAR

N: numero de individuos por espécies; X: indica o local onde a espécie foi capturada; PM: Porto do Mangue; G:
Grossos; ARTROAR: espécies que se alimentam de insetos e artropodes arboricolas; GRAN: aves que alimentam
de material vegetal; INVAQ: aves que se alimentam de invertebrados aquaticos; PINAQ: aves que se alimentam
de peixes e invertebrados aquaticos.

3.1 Micronucleos e outras anormalidades nucleares eritrocitarias

Dentre os 11 tipos de anormalidades nucleares eritrocitarias descritas por Oliveira (2020)
como as mais frequentes encontradas em aves, foram registrados 10 tipos: Micronucleo (MN),
Broto nuclear (BRN), Ponte nucleoplasmatica (PN), Célula binucleada (CB), Nucleo
segmentado (NS), Nucleo entalhado (NE), Bolha nuclear (BN), Nucleo reniforme (NR), Cauda
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nuclear (CN) e Nucleo lobado (NL) (Figura 3). No total, foram registradas 1531 anormalidades
nucleares eritrocitarias e todos os individuos apresentaram pelo menos um tipo. O Ndcleo
entalhado foi a anormalidade nuclear eritrocitaria mais frequente, em contrapartida o nucleo
lobado foi a menos frequente e sé foi registrado em trés individuos de Columbina passerina
(Tabela 2). Apesar de todos os individuos avaliados neste estudo apresentarem algum tipo de
anormalidade nuclear eritrocitaria, nenhuma das ANE’s foram registradas em todos os

individuos avaliados.
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Figura 3. Anormalidades nucleares eritrocitarias observadas em aves coletadas na regido estuarina de
Grossos e de Porto do Mangue, entre fevereiro de 2022 e agosto de 2023. A- Célula com nucleo normal;
B- Micronucleo; C- Broto nuclear; D- Cauda nuclear; E- Nucleo segmentado; F- Bolha nuclear; G-
Ponte nucleoplasmatica; H- Nucleo lobado; I- Nucleo entalhado; J- Célula binucleada; K- Nucleo

reniforme (Fonte: Elaboracéo propria).

Tabela 2. Frequéncia média de anormalidades nucleares eritrocitarias observadas em células sanguineas
de espécies de aves coletadas na regido estuarina de Grossos e de Porto do Mangue, entre fevereiro de
2022 e agosto de 2023.

Espécie N MN BN BRN CN CB NS NE NL NR PN
Actitis macularius 10 0,006 0,004 0,036 0012 0 0006 0034 0 0006 0
Aramides mangle 1 0 0120 0,140 0,120 0 0 0360 0 0020 O
Calidris pusilla 19 0004 0,011 0,024 0009 0 00050024 0 0002 0
Catoptrophorus semipalmatus 1 0020 0O 0,160 0,100 0 0 0120 0 0 0
Charadrius semipalmatus 2 0030 0,010 0,020 0010 O 0010 0,010 0 0 0
Columbina passerina 24 0003 0,115 0,113 0,046 0,006 0,023 0,234 0,003 0,033 0,002
Columbina picui 11 0,004 0,082 0,080 0,045 0,002 0,023 0205 0 0024 0
Conirostrum bicolor 40 0,007 0,017 0,027 0,018 0,004 0,016 0,047 0 0,021 0,001
Limnodromus griseus 1 O 0 0 0040 0O 0020 0,020 O 0 0
Picumnus limae 1 0 008 0 00200020 0040 0020 0 0060 0
Tringa flavipes 1 0 0 01120 O 0 0020 0,100 O 0 0
Turdos leucomelas 1 0 0080 0060 0020 0 0060 0220 0 0040 O
Veniliornis passerinus 2 0 0030 0010 0020 0,050 0040 0050 0 0010 0O

N: nimero de individuos por espécie; MN: microndcleo; BN: bolha nuclear; BRN: broto nuclear; CN: cauda nuclear; CB:
célula binucleada; NS: nlcleo segmentado; NE: nucleo entalhado; NL: nucleo lobado; NR: ndcleo reniforme; PN: ponte
nucleoplasmatica.
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Neste estudo, a frequéncia média de MN foi de 0,01, avaliando-se 5.000 eritrocitos por
individuo. A frequéncia média de MN encontrada neste estudo foi inferior a outros estudos
como o de Baesse et al. (2019) com aves de areas florestais e urbanas (1,04/10.000 ou
0,52/5.000 eritrécitos); o de Tomazelli et al. (2022) com aves no sul do Brasil (2,33/10.000 ou
1,165/5.000 eritrocitos); o de Souto et al. (2018) que analisaram os efeitos mutagénicos em
comunidades de aves em trés fazendas de café no sudeste do Brasil (3/10.000 ou 1,5/5.000
eritrocitos); o de Silveira et al. (2022) que avaliaram dano genotoxico em aves de ambientes
agricolas e ambientes conservados; e o de Quero et al. (2016) com aves da Reserva da Biosfera
de Nacufian (Tabela 3). Em relacio a média de MN por individuo, neste estudo foi de
0,27/5.000, menor do que a média registrada por Pinhatti et al. (2006) para Ara ararauna do
Criadouro Asas do Brasil (0,38/2.000 ou 0,95/5.000 eritrocitos).

Tabela 3. Compilado de dados da literatura sobre a frequéncia média de micronucleos por 10.000
eritrocitos avaliados, em diferentes espécies de aves e em diferentes locais.

Espécies MN/10.000 Local de estudo Referéncia
A_ntllophla ga_le_ata 022 Fragmentos florestais Agua
Basﬂeuter_us Cu|-IC-IVOI’US 045 Fria e Galheiro (distantes da ~ Baesse et al. (2019)
Eucometis penicillata 04 .
. . urbanizagao)
Myiothlypis flaveola 0,61
Bag?et :Jlfeprz ;ac?JTilf i?/toarus 15192 Fragmentos roresta}is Gloria e
: . ’ Séao José (proximos a Baesse et al. (2019)
Eucometis penicillata 24 -
. . urbanizacao)
Myiothlypis flaveola 2,07
Zonotrichia capensis 044
Cranioleuca pyrrhophia 0,45
Lepidocolaptes angustirostris 0,65
Pseudoseisura lophotes 0,40
Molothrus bonariensis 0,10
Lophospingus pusillus 0,30
Phrygilus carbonarius 0,26
Poospiza ornata 0,25 .
Poospiza torquata 0,21 Reserva~da I3~|F)sfera de Quero et al. (2016)
Saltator aurantiirostris 1,12 Nacuhan
Saltatricula multicolor 0,15
Elaenia albiceps 0,38
Pyrocephalus rubinus 0,10
Sublegatus modestus 0,20
Xolmis coronatus 0,23
Columbina picui 0,87
Zenaida auriculata 0,40
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Espécies MN/10.000 Local de estudo Referéncia
Elaenl_a _ch!r|que_n3|s 0 Parque Nacional das Emas -
Volatinia jacarina 0 (PNE) Silveira et al. (2022)
Gnorimopsar chopi 0,40
Volatinia jacarina 0,03
Sporophila caerulescer_m 060 Ambientes agricolas em Rio I
Ammodramus humeralis 0,71 iy Silveira et al. (2022)
) ) Verde, Goias
Columbina talpacoti 0,78
Gnorimopsar chopi 117

*MN: micronucleos.

A frequéncia média de ANE’s, neste estudo, foi de 0,26, avaliando-se 5.000 eritrécitos

por individuo. A frequéncia média de ANE’s encontrada neste estudo foi inferior a outros

estudos como o de Tomazelli et al. (2022) com aves no sul do Brasil (16,68/10.000 ou

8,34/5.000 eritrdcitos), porém assim como neste estudo o ndcleo entalhado foi a ANE mais

frequente; o de Silveira et al. (2022) que avaliaram dano genotoxico em aves de ambientes

agricolas e ambientes conservados; e o de Quero et al. (2016) com aves da Reserva da Biosfera

de Nacufian (Tabela 4).

Tabela 4. Compilado de dados da literatura sobre a frequéncia média de outras anormalidades nucleares
eritrocitarias por 10.000 eritrdcitos avaliados, em diferentes espécies de aves e em diferentes locais.

Espécies BRN NE CB CN PN ANE's Local de estudo Referéncia
Zonotrichia capensis 021 014 011 0,05 0,01
Cranioleuca pyrrhophia 010 0,20 0,05 0 0
Lepidocolaptes angustirostris 015 055 005 0 0
Pseudoseisura lophotes 020 050 035 0 0
Molothrus bonariensis 065 045 025 010 005
Lophospingus pusillus 060 19 020 0,20 0
Phrygilus carbonarius 013 033 023 0,03 0
Poospiza ornata 027 040 012 O 0 Reserva da Biosfera de
Poospiza torquata 021 020 018 001 001 NA* Rlacufian Quero et al. (2016)
Saltator aurantiirostris 095 665 017 022 020
Saltatricula multicolor 030 051 0,06 0 0,01
Elaenia albiceps 037 010 015 0,02 0
Pyrocephalus rubinus 010 030 005 © 0
Sublegatus modestus 0,70 036 043 0 0
Xolmis coronatus 060 006 030 0 0
Columbina picui 062 1,77 035 0,01 001
Zenaida auriculata 030 250 0,10 0 010
Elaenia chiriquensis 1,40 Parque Nacional das Emas
Volatinia jacarina NA** 2,10 (PNE) Silveira et al. (2022)
Gnorimopsar chopi 1,50
Volatinia jacarina 2,50
Sporophila caerulescens 1,50 . . .
Ammodramus humeralis NA** 1,00 Ambientes agrlcol_a,s em Rio Silveira et al. (2022)
i ) Verde, Goias
Columbina talpacoti 2,33
Gnorimopsar chopi 0,50

BRN: broto nuclear; NE: nucleo entalhado; CB: célula binucleada; CN: cauda nuclear; PN: ponte nucleoplasmatica; ANE’s:
total de anormalidades nucleares eritrocitarias por espécies; NA*: nao foi informado o valor total de anormalidades por
espécies; NA**: ndo foi informado o valor individual de anormalidades por espécie.
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Os resultados encontrados referentes a quantificagdo de ANE’s no presente estudo, séo
inferiores a outros conforme descrito acima e conforme as Tabelas 3 e 4. Isso indicaria que as
aves coletadas na regido estuarina de Grossos e de Porto do Mangue apresentam menos danos
genotdxicos advindos das atividades antropicas e indicam que os outros estudos foram

realizados em &reas possivelmente mais impactadas.

3.2 Ocorréncia de microndcleos e outras anormalidades nucleares eritrocitarias

segundo concentracdo de metais em sangue de aves

A ocorréncia de ANE’s em células sanguineas de aves apresentaram relagédo significativa
com as concentracdes de Pb, Cu, Zn, Ni e Fe. Neste estudo, era esperado que houvesse uma
relagdo direta entre as concentragdes dos metais analisados e a ocorréncia de ANE’s, esta
hipdtese foi parcialmente confirmada, uma vez que, dos oito metais analisados dois
apresentaram relagdo direta com a ocorréncia de algumas ANE’s, trés apresentaram relagao
indireta, enquanto o que Cr, Cd e Mn ndo apresentaram nenhuma relagdo. A ocorréncia de MN
(n=103; df=9; p=0,0002) apresentou relacdo diretamente proporcional com as concentracdes de
Pb (Figura 4). Ja a ocorréncia de outras ANE’s apresentou rela¢do diretamente proporcional
com as concentragdes de Pb (n=103; df=9; p=0,003) e Cu (n=103; df=9; p=2,20"%) e relagéo
inversamente proporcional com as concentragdes de Ni (n=103; df=9; p=3,117"), Fe (n=103;
df=9; p=0,036) e Zn (n=103; df=9; p=3,001) (Figura 5).

Suljevi¢ et al. (2021) em seu estudo com Coturnix japonica relataram uma relacdo entre
a presenca de ANE’s e a contaminacao por Pb. Doses mais baixas de Cd e doses mais altas de
Pb tém efeitos semelhantes na ocorréncia de ANE’s em aves como a Coturnix japbnica
(SULJEVIC et al., 2020). Souto et al. (2018) ao analisarem os efeitos mutagénicos em
comunidades de aves, relataram que Cu junto a outras substancias tdxicas, pode influenciar no
aumento de MN em aves, ao contrario do Ni, que ndo apresentou influéncia na ocorréncia de
MN.
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Figura 4. Representacdo grafica da relagéo entre a ocorréncia de micronucleo (MN) e a concentragdo
dos metais (mg/kg) no sangue de espécies de aves coletadas na regido estuarina de Grossos e de Porto
do Mangue, entre fevereiro de 2022 e agosto de 2023.
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Figura 5. Representacao gréafica da relagdo entre a ocorréncia de anormalidades nucleares eritrocitarias
(ANE’s) e a concentragdo dos metais (mg/kg) no sangue de espécies de aves coletadas na regido
estuarina de Grossos e de Porto do Mangue, entre fevereiro de 2022 e agosto de 2023.
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3.3 Ocorréncia de micronlcleos e outras anormalidades nucleares eritrocitarias

segundo o nicho de forrageamento das aves e por local

A ocorréncia de ANE’s em células sanguineas de aves apresentaram diferencas
significativas entre os nichos de forrageamento. A ocorréncia média de ANE’s no nicho de
forrageamento ARTROAR diferiu significativamente das ocorréncias médias nos nichos
GRAN (n=114; df=5; p<21%) e INVAQ (n=114; df=5; p=6,15"°) (Tabela 5).

Tabela 5. Valores (média + desvio padrdo) de MN e outras ANE’s segundo 0 nicho de forrageamento

de espécies de aves coletadas na regido estuarina de Grossos e de Porto do Mangue, entre fevereiro de
2022 e agosto de 2023.

Nicho de forrageamento N MN ANE’s
ARTROAR 44 0,31+0,83* 8,11+7,45°
GRAN 35 0,17+0,45° 24,94+23,08°
INVAQ 23 0,30+0,76% 4,08+3,17¢
PINAQ 12 0,33+0,89° 8,83+10,69?

N: namero de individuos por nicho de forrageamento. ARTROAR: espécies que se alimentam de insetos e
artrépodes arboricolas; GRAN: espécies que se alimentam de material vegetal; INVAQ: espécies que se alimentam
de invertebrados aquaticos; PINAQ: espécies que se alimentam de peixes e invertebrados aquéaticos. MN:
microntucleo; ANE’s: anormalidades nucleares eritrocitarias. Letras diferentes indicam que as médias dos grupos
sdo estatisticamente diferentes.

Tabela 6. Frequéncia média de MN e outras ANE’s segundo o nicho de forrageamento de espécies de
aves coletadas na regido estuarina de Grossos e de Porto do Mangue, entre fevereiro de 2022 e agosto
de 2023.

Nicho de forrageamento N MN  ANE’s

ARTROAR 44 0,006 0,16
GRAN 35 0,003 0,54
INVAQ 23 0,006 0,08
PINAQ 12 0,007 0,18

N: ndmero de individuos por nicho de forrageamento. ARTROAR: espécies que se alimentam de insetos e
artropodes arboricolas; GRAN: espécies que se alimentam de material vegetal; INVAQ: espécies que se alimentam
de invertebrados aquéticos; PINAQ: espécies que se alimentam de peixes e invertebrados aquaticos. MN:
micronucleo; ANE’s: anormalidades nucleares eritrocitarias. Letras diferentes indicam que as médias dos grupos
sdo estatisticamente diferentes.

Neste estudo, o nicho de forrageamento GRAN composto por espécies que se alimentam
de material vegetal incluindo as seguintes espécies: C. passerina e C. picui, apresentou a menor
frequéncia média de ocorréncia de MN (0,003) e a maior de ANE’s (0,54). O nicho ARTROAR,
composto por espécies que se alimentam de insetos e artropodes arboricolas incluindo as
seguintes espécies: C. bicolor, P. limae, T. leucomelas e V. passerinus e o INVAQ, composto

por espécies que se alimentam de invertebrados aquéaticos incluindo as seguintes espécies: C.

24



pusilla, Charadrius semipalmatus, L. griseus e T. flavipes, apresentaram a mesma média de
frequéncia para MN (0,006). Porém o nicho ARTROAR apresentou média de frequéncia de
ANE’s maior do que 0 nicho INVAQ (0,16 e 0,08, respectivamente). J& o nicho PINAQ,
composto por espécies que se alimentam de peixes e invertebrados aquaticos incluindo as
seguintes espécies: A. macularius, A. mangle e Catoptrophorus semipalmatus, foi o que
apresentou a maior frequéncia de ocorréncia de MN (0,007) e o segundo nicho com maior

frequéncia de ocorréncia de ANE’s (0,18).

A exposi¢do a contaminantes entre espécies do mesmo local pode variar dependendo dos
habitos alimentares, dessa forma, era esperado que houvesse uma variagdo na ocorréncia de
ANE’s nas diferentes espécies de aves de acordo com seu nicho de forrageamento, esta hipotese
foi parcialmente confirmada, uma vez que, houve variagdo na ocorréncia de outras ANE’s,
porém nao houve variacdo de MN por nicho de forrageamento. Em um estudo realizado com
aves de areas florestais e urbanas, a maior média de MN por guilda alimentar foi registrada para
a guilda dos granivoros (1,67/10.000) por estarem mais expostos a alimentos contaminados, por
substancias toxicas como pesticidas (BAESSE, 2019). Ja Silveira et al. (2022) encontraram a
maior frequéncia de MN para a guilda dos onivoros, e isso pode estar relacionado com o fato
de que quanto maior a gama de recursos alimentares explorados, maior a exposi¢do a
contaminantes (TOMAZELLI et al., 2022).

Quando separadas por local, a ocorréncia de ANE’s em células sanguineas de aves ndo

apresentaram diferencas significativas (Tabela 6).

Tabela 7. Valores (média + desvio padrdao) de MN e outras ANE’s segundo o local de coleta.

Local N MN ANE's

Porto do Mangue 78 0,31+0,76% 13,03+16,962

Grossos 36 0,19+0,62° 13,44+16,662

N: nimero de individuos por local. MN: micronticleo ANE’s: anormalidades nucleares eritrocitarias. Letras
diferentes indicam que as médias dos grupos sdo estatisticamente diferentes.

Este resultado foi diferente do encontrado em outros estudos como o de Baesse et al.
(2019) onde relataram um aumento estatisticamente significativo na frequéncia de MN em aves
capturadas em fragmentos florestais proximos a areas urbanas, em comparacdo com aquelas
capturadas em fragmentos florestais distantes (Tabela 3). Esse aumento pode estar relacionado
ao fato de a proximidade com centros urbanos, faz com que as aves estejam mais expostas a
contaminagdo por metais e outros contaminantes (BAESSE, 2019). E o de Silveira et al. (2022)

gue avaliaram dano genotoxico em aves de ambientes agricolas e ambientes conservados, e as
25



aves de ambientes agricolas apresentaram maiores frequéncias médias de MN e outras ANE’s

(Tabelas 3 e 4), os quais estdo mais expostos contaminantes.

Neste estudo, era esperado que houvesse uma variagdo na ocorréncia de ANE’s nas
diferentes espécies de aves de acordo com o local de captura, porém esta hipdtese nédo foi
confirmada. Isso pode estar relacionado ao fato de que os individuos estéo sujeitos a condi¢bes

semelhantes em termos de contaminacéo.

No ano de 2003 no manguezal do Rio das Conchas, houve a instalacdo de uma unidade
de producdo de camardo marinho, a qual foi fechada em 2009, porém a instalacdo e
desenvolvimento da mesma causou impactos significativos ao manguezal (FERNANDES et
al., 2018). A implantacdo desta unidade causou a mortandade de parte da vegetacdo, além disso,
a atividade de carcinicultura causou outros impactos associados ao descarte de efluentes
(FERNANDES et al., 2018). Atualmente no local onde estava instalada esta unidade destina-se
a producdo de sal marinho (FERNANDES et al., 2018). Durante algumas das coletas, foram
observados moradores ribeirinhos realizando a lavagem de tambores, usados para o
armazenamento de 6leos, nas margens do Rio das Conchas. A medida que a maré foi subindo
0 0leo na superficie da agua, era levado pela correnteza. Assim como em Porto do Mangue, no
municipio de Grossos houve desmatamento de parte da vegetacdo estuarina para a instalacdo
da salina e para o desenvolvimento da carcinicultura (COSTA et al., 2007; ROCHA; SALES;
SALES, 2011). Durante algumas das coletas em Grossos, foram registradas embarcacGes
quebradas, sendo consertadas e pintadas na margem do Rio Apodi-Mossoré localizado na praia
da Barra. Sendo assim, nestas areas além do impacto do desmatamento, ainda ha a poluicdo
pelo descarte de residuos solidos, contaminacdo por efluentes domésticos e industriais (das

salinas e unidades de carcinicultura).
4. Consideracdes Finais

Os resultados demonstram que as espécies avaliadas apresentaram uma frequéncia de MN
e outras ANE’s inferiores a outros trabalhos, mas que hd uma relacdo significativa com as
concentragdes de Pb, Cu, Zn, Ni e Fe e a formagdo de ANE’s em aves. Demonstram também
que ha variacao na frequéncia de ANE’s entre 0s nichos de forrageamento, com o nicho GRAN
apresentando a menor frequéncia média de ocorréncia de MN (0,003) e a maior de ANE’s
(0,54). O nicho ARTROAR e 0 INVAQ apresentando a mesma média de frequéncia para MN
(0,006), porém o nicho ARTROAR apresentou média de frequéncia de ANE’s maior do que o

nicho INVAQ (0,16 e 0,08, respectivamente). E o nicho PINAQ apresentou a maior frequéncia
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de ocorréncia de MN (0,007) e foi o segundo nicho com maior frequéncia de ocorréncia de
ANE’s (0,18). Ainda, cabe destacar que este traz a primeira mencao de algumas espécies em

trabalhos de anormalidades nucleares eritrocitarias.

A quantidade de ANE’s encontradas nas aves capturadas, reforca a ideia de que as aves
podem ser Uteis na avaliacdo das perturbacdes ambientais causadas por poluentes através dos
testes de genotoxicidade e reforca a importancia da analise de outras anormalidades nucleares
eritrocitarias junto a analise de micronucleo, visto que esta foi mais frequente do que
micronucleos. Por fim, sugere-se a inclusdo de outras variaveis como sexo, idade e tamanho

corporal das aves em trabalhos futuros de anormalidades nucleares eritrocitarias.
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6. Anexo

Anexo 1. Tabela com a informacdo sobre a alimentacdo das espécies de aves de estudo proveniente da
plataformas WikiAves e Animalia.

Espécies

CHARADRIIFORMES

Dieta Locais de Forrageamento

CHARADRIIDAE

Charadrius semipalmatus Bonaparte, 1825
SCOLOPACIDAE

Actitis macularius (Linnaeus, 1766)
Calidris pusilla (Linnaeus, 1766)
Catoptrophorus semipalmatus (Gmelin, 1789)

Limnodromus griseus (Gmelin, 1789)

Tringa flavipes (Gmelin, 1789)
COLUMBIFORMES

COLUMBIDAE

Columbina passerina (Linnaeus, 1758)

Columbina picui (Temminck, 1813)
GRUIFORMES

RALLIDAE

Aramides mangle (Spix, 1825)
PASSERIFORMES
THRAUPIDAE

Conirostrum bicolor (Vieillot, 1809)
TURDIDAE

Turdus leucomelas Vieillot, 1818
PICIFORMES

PICIDAE
Picumnus limae Snethlage, 1924
Veniliornis passerinus (Linnaeus, 1766)

Crustaceos, insetos e vermes

Zonas entre marés, bancos
aquaticos

de areia, pequenas pocas e lama

Insetos e pequenos vertebrados

- Linha da maré, margens do rio e lama
aquaticos

- , Zonas entre marés, bancos de areia,
Insetos aquaticos e crustaceos
pequenas pogas e lama

Insetos e pequenos vertebrados  Linha da maré, bancos de areia,

aquaticos margens do rio e lama
- Zonas entre marés, bancos de areia,
Invertebrados aquaticos
pequenas pogas e lama
Invertebrados aquaticos

Bancos de areia, margens do rio

Pequenas sementes de
gramineas e de ervas daninhas
Gréos

Solo

Solo

Pequenos caranguejos Linha da maré, margens do rio e lama

Insetos Folhagem, tronco e copas das arvores

Pequenos invertebrados Folhagem, tronco e copas das arvores

Invertebrados

Troncos e copas das arvores
Insetos

Troncos e copas das arvores
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