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RESUMO

Os Pelecaniformes sdo aves associadas aos ambientes aquaticos, estando em contato constante
com contaminantes de origem antropica. Neste contexto, o presente estudo quantificou
concentragdes de chumbo (Pb) e cadmio (Cd), metais ndo essenciais e toxicos, relacionando-as
com as caracteristicas de dois habitats, técnicas de forrageamento e niveis troficos da garca-
branca-grande (4Ardea alba) e do colhereiro (Platalea ajaja), no sul do Brasil. Amostras de
sangue, penas e ovos (separados em casca e conteido) foram coletadas para as duas espécies em
dois ninhais, um de ambiente exclusivamente limnico e outro predominantemente estuarino. A
concentragdo de Pb no sangue foi diferente entre os locais de amostragem, sendo maior nas
amostras coletadas no ambiente estuarino. Ja a concentracdo na casca do ovo foi maior nas
amostras do ambiente limnico. Quanto ao Cd, a concentracdo sanguinea foi maior na garca do
que no colhereiro. Na pena e na casca do ovo, as concentragdes foram maiores nas amostras
coletadas no ambiente limnico. Os resultados mostraram uma correlagdo positiva entre as
concentragdes de Pb ¢ Cd na casca ¢ no contetido dos ovos, além de um alto indice de correlacao
entre as concentracdes dos metais na casca do ovo. Embora as concentragoes destes metais no
sangue e penas das espécies estudadas sejam inferiores aquelas relatadas na literatura, as
concentragdes dos metais nos ovos foram até 605 vezes maiores que aquelas relatadas para
espécies semelhantes amostras em outros ambientes aquaticos. Os ovos mostraram-se como
bioindicadores mais sensiveis que os demais tecidos analisados, permitindo a constatagdo de
contaminagdo por Pb e Cd nos ambientes imidos na regido sul do Brasil. Desta forma, foi
verificado que as aves aquaticas analisadas no presente estudo podem ser consideradas como

indicadoras/sentinelas quanto a contaminagdo ambiental por Pb e Cd.

Palavras-chave: bioindicadores, garga, colhereiro, contaminacao, metais, ovos, penas.



ABSTRACT

Pelecaniformes are birds associated with wetlands, in close contact with contaminants of
anthropogenic origin. The current study quantified lead (Pb) and cadmium (Cd) concentrations,
both non-essential and toxic metals, in tissues of great egrets (Ardea alba) and roseate spoonbills
(Platalea ajaja), comparing with foraging techniques, trophic levels and estuarine vs. limnetic
habitats. Blood, feathers, egg content and eggshells were sampled in two colonies, the first one
limnetic and the second one estuarine. Pb concentration in blood differed between places, higher
in the estuarine colony, while concentrations in eggshell were higher in the limnetic colony. Cd
concentrations in blood were higher in egrets than spoonbills. In feathers and eggshells, Cd
concentrations were higher in samples from the limnetic site. Positive correlations between
concentration of each metal in eggshell and egg content were found, as well as a high correlation
among both metals in eggshell. Despite concentrations of both metals found in blood and
feathers were below those reported in other studies, concentrations in eggs were up to 605 times
higher than in other similar species studied elsewhere. In general, eggs seem to be more sensitive
bioindicators of contamination by metals in comparison with other tissues analyzed, indicating
Pb and Cd contamination in wetlands in southern Brazil. Therefore, waterbirds investigated in
the current study could be regarded as suitable indicators/sentinels of environmental

contamination by Pb and Cd.

Key-words: bioindicators, heron, spoonbill, contamination, metal, eggs, feathers.
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INTRODUCAO GERAL

Aves Aquaticas: Caracteristicas Gerais

O Brasil ¢ um dos paises com a maior biodiversidade do mundo (Mittermeier et
al. 2005). Dentre o grande numero de espécies animais, encontram-se 1832 espécies de
aves (CBRO 2011), distribuidas nos diversos biomas brasileiros. No Rio Grande do Sul
(RS) sdo encontradas 661 espécies de aves (Bencke et al. 2010). Este estado ¢
considerado como de elevada riqueza e abundancia de aves aquaticas (Belton 1994).
Pode ser comparado ou mesmo apresentar nimero de espécies superior para alguns
grupos de aves aquaticas, como Anatidae (marrecas), ao Pantanal e & Amazonia, areas
umidas conhecidas pela sua diversidade. Isso ocorre porque ¢ possivel encontrar no Rio
Grande do Sul boa parte das aves que procuram refligios ou territérios temporarios
(Marini e Garcia 2005) e aves que migram do Pantanal e do baixo Rio Parana
(Provincias de Entre Rios, Santa Fé e Corrientes, na Argentina) e vice-versa (Antas
1994; Barquete et al. 2008), além de ser uma zona de transi¢dao entre diversos biomas
(Belton 1994). Dentre as aves aquaticas migratdrias parciais que realizam esta rota estao
o colhereiro, Platalea ajaja, o cabega-seca, Mycteria americana, o jodo-grande, Ciconia
maguari (Antas 1994), o bigud, Phalacrocorax brasilianus (Barquete et al. 2008), o
talha-mar, Rynchops niger (Branco e Fracasso 2005), entre outras. Além disso, hd um
grande nimero de aves aquaticas residentes no Rio Grande do Sul, como a garga-
branca-grande Ardea alba, a garca-branca-pequena Egretta thula, a garca-moura A.
cocoi e o cardo Aramus guarauna (Belton 1994).

Os colhereiros e as garcas-brancas-grandes sdo aves conhecidas por seu pescoco e
pernas alongados, caracteristicas compartilhadas com as aves da ordem Pelecaniformes,
a qual pertencem (CBRO 2011). Os Pelecaniformes estdo fortemente associados aos
ambientes aquaticos, locais utilizados como dormitério e sitios de reproducdo e
forrageio (Custer et al. 1980; Belton 1994; Weller 1999; Kushlan e Hancock 2005).
Dentre as adaptagdes que possuem para explorar o ambiente aquatico estdo: (a) pés
adaptados para nado (membranas interdigitais) ou para a locomo¢dao em ambientes
alagados e/ou lamacentos (dedos longos sem membranas); (b) pernas alongadas que
facilitam a locomocdo sem que haja a movimentacdo de grandes massas de agua e

evitam o contato da d4gua com a plumagem e; (c) bico alongado em forma de pinga ou



lanca (Fig. 1), cuja adaptacdo esta associada ao tipo de presa, a técnica de

forrageamento e ao tamanho da ave.

Figura 1. Adaptacdo para alimentagdo. (1a) e (Ic) Colhereiro Platalea ajaja, com seu
bico em forma de colher para a alimentagdo tatil, e cabeca-seca Mycteria americana,
com seu bico em forma de pinga para a pesca e coleta de presas; (1b) garca branca-
grande Ardea alba, com bico também em forma de pinga; e (1c) colhereiro em detalhe.

Foto (1c): Fernando Faria.

A alimentagdo dos Pelecaniformes constitui-se de pequenos crustaceos, minhocas,
peixes, anfibios, insetos, aves menores € pequenos mamiferos (Kushlan e Hancock
2005). Devido ao amplo espectro de itens alimentares consumidos, os Pelecaniformes

podem ocupar diversos niveis troficos nas cadeias alimentares de ecossistemas
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aquaticos, sendo estes relacionados ao seu porte, fisiologia € comportamento da espécie
(Weller 1999). A técnica para captura das presas varia com o tipo de alimentacdo. As
garcas-brancas-grandes costumam caminhar vagarosamente ou esperar pelo movimento
da presa, enquanto os colhereiros movimentam seu bico na superficie da agua, algumas
vezes imergindo a cabega inteira ou parte do pescoco (Matheu e del-Hoyo 1992;
Martinéz-Vilalta e Motis 1992).

Segundo Weller (1999), os Pelecaniformes nidificam em ambientes proximos a
agua, em locais elevados como arvores ou arbustos de banhados, ou ainda em ambientes
terrestres como bosques. Além disso, algumas espécies nidificam até mesmo em cabos
de energia elétrica ou prédios. Como os pais podem percorrer longas distdncias para
buscar alimento, algumas espécies podem fazer ninhos mais distantes dos ambientes de
alimentagdo, em busca de protecdo ou de tranquilidade. O material dos ninhos ¢
carregado de regides proximas, roubado de outros ninhos ou aproveitado de ninhos
antigos. Os filhotes sdo altriciais (Fig. 2).

A garga-branca-grande (Fig. 1b) é uma ave residente de banhados, agudes, lagos e
campos alagadicos. Tem como caracteristicas penas brancas, pés pretos e bico amarelo,
fino e longo, adaptado para agarrar e segurar presas escorregadias (Belton 1994; Weller
1999; Kushlan e Hancock 2005). Nidifica do final do inverno ao inicio do verdo,
normalmente em coldnias mistas com outras espécies de Pelecaniformes (Belton 1994;
Kushlan e Hancock 2005; Gianuca 2010), como 4. cocoi, Egretta thula, E. caerulea,
Bubulcus ibis e P. ajaja, entre outras (Gianuca 2010). Seu ninho normalmente ¢ o mais
alto das colonias, exceto quando ha presenga de 4. cocoi, e € composto por folhas secas
e gravetos, de formato concavo, medindo de 40 a 42 cm de didmetro por 5 a 6 cm de
profundidade. A postura varia de 3 a 4 ovos por ninho, sendo o ovo de coloragdo azul
celeste (Fig. 2¢), com tamanho de 52,8 a 58,4 por 39,8 a 42,8 mm (Arballo e Cravino
1999). Segundo Weller (1999), o forrageio dd-se em pequenas pogas ou margens de
corpos d’agua ricas em alimento, solitariamente ou em conjunto com E. thula e B. ibis.
As presas constituem-se de peixes variados, mas a composi¢do também pode incluir
anelideos, anfibios, crustidceos e pequenos répteis e mamiferos (Weller 1999; Kushlan e

Hancock 2005; Gianuca et al. 2008).
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Figura 2. Filhotes e ovos de Pelecaniformes. (2a) Filhote de Ardea alba (garca-branca-
grande); (2b) filhote de Platalea ajaja (colhereiro); (2c) ovo de garga-branca-grande;

(2d) ovo de colhereiro. Foto (2d): Fernando Faria.

O colhereiro (Fig. 1c) ¢ uma ave de coloragdo rosada, com pescogo, topo das
costas e peito brancos, cabeca esverdeada e sem penas, pele negra ao redor dos olhos e
nuca, olhos vermelhos e de caracteristico bico em forma de espatula, semelhante a uma
colher chata (Belton 1994; Santos et al. 2008). Seu bico ¢ especializado em tatear a
lama para a captura de insetos, pequenos crusticeos e moluscos, alimentando-se em
pequenas pogas, normalmente em bandos. Suas presas sdo bastante diversificadas, desde
pequenos insetos, moluscos e anelideos até pequenos peixes e crustaceos (Weller 1999).
Durante o periodo reprodutivo, os adultos adquirem uma colorag@o rosa brilhante nas
penas, mais acentuada nas coberteiras das asas e cauda. Nidifica preferencialmente no
final da primavera e inicio do verdo, normalmente acompanhado por outros
Pelecaniformes (Gianuca 2010). Seu ninho ¢ caracterizado como uma plataforma com
uma depressao central, constituido de gravetos, talos de plantas e raizes, medindo de 24

a 52 cm de diametro e 6 a 7 cm de profundidade, construidos em alturas variadas (24 cm
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a 3 m do solo), dependendo do periodo de chegada a colonia (Arballo e Cravino 1999).
Seus ovos sdo brancos opacos com manchas pardas (Fig. 2d), com tamanho de 65,6 a
70,5 por 43,4 a 45,6 mm (Arballo e Cravino 1999).

Algumas espécies de Pelecaniformes nidificam em zonas urbanas ou alimentam-
se em plantagdes de graos, como arroz e soja (Weller 1999; Kushlan e Hancock 2005),
expondo-se aos impactos causados pela expansdo urbana e agroindustrial, que
constantemente pressiona os ecossistemas, diminuindo a qualidade do ambiente (Vieira
2006). Estas atividades geram a liberacao de poluentes quimicos ambientais, dentre eles
os metais, como o chumbo (Pb) e o cddmio (Cd) (Russel 1994; Waldemarin 1999; Spiro
e Stigliani 2008; Baird e Cann 2011). Quando absorvidos pelo animal, os metais reagem
com componentes de tecidos e células, sendo transportados através do sangue (Fournier
et al. 2002) e detoxificados através das excretas, penas (Malik e Zeb 2009) e dos ovos
(Koster et al. 1996). Neste sentido, identificar e quantificar os efeitos dos poluentes ¢
importante ndo apenas para a preservagao dos ecossistemas, mas também das espécies.
Pela proximidade a areas urbanas e pela exploragdo de ambientes de caracteristicas
abidticas diversas, as aves apresentam respostas semelhantes as dos seres humanos

quando expostas a determinadas substancias, como os metais (Kim et al. 1996).

Contaminacao, Polui¢ao e Interacao de Elementos Quimicos com o Meio

A interacdo de um elemento quimico com um individuo ¢ determinada pelo tipo
de elemento e pelas condi¢cdes do organismo. Espécie, idade, sexo, saude, condi¢dao
fisica e nutricional sdo fatores determinantes do tipo de resposta. Segundo Richards
(2008), quando se estuda a interacdo entre um composto quimico e o organismo, deve-
se considerar pelo menos os seguintes aspectos: (a) duracdo e concentragdo da
substancia no local em que esta se encontra; (b) taxas de absorcdo, distribuigdo,
biotransforrnag:5101 e eliminacdo do composto e; (c) total absorvido pelo organismo, total
armazenado e a toxicidade do composto e seus metabdlitos.

Segundo Oga (2003), estudos relacionados as taxas e concentragoes do
composto quimico e sua interacdo com o organismo pertencem a area da toxicocinética.

A toxicocinética considera a quantidade e o tipo de contaminante/poluente em analise,

'Biotransformagao ¢é a conversio, realizada pelo organismo, de um composto ou elemento quimico toxico
em uma forma menos toxica ou mais facilmente detoxificavel. Segundo Richards (2008), a hidrolise ¢ a
forma mais comum de biotransformagao.
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além da sua identidade. J4 quando os estudos passam a considerar também a interagao
da substancia quimica no organismo, ou seja, sua dindmica de reacdo, distribui¢do,
absorcdo e eliminacdo, diz-se que se trata de um estudo de toxicodinamica (Oga 2003;
Richards 2008). Em estudos de qualidade ambiental ¢ dificil entender o mecanismo de
acdo de uma substancia téxica no organismo sem levar em consideragao a toxicocinética
e a toxicodinamica.

Os metais sdo disponibilizados no ambiente natural por processos de erosao,
intemperismos, processos biologicos, entre outros. Alguns metais, como o cobre (Cu) e
o zinco (Zn) sdo elementos essenciais para o correto funcionamento dos processos
bioldgicos. No entanto, outros metais, como o chumbo (Pb), o cadmio (Cd) e o
mercurio (Hg) ndo sdo essenciais ao metabolismo dos organismos (Spiro e Stigliani
2008; Baird e Cann 2011). Propriedades quimicas de alguns metais ndo essenciais
podem interferir nos processos biologicos, tornando-se prejudiciais a satde dos
organismos. Segundo Baird e Cann (2011), nenhum desses metais foi naturalmente
disponibilizado no ambiente em concentragcdes perigosas. Porém, todos eles ja foram
quantificados em concentragdes toxicas em certos locais. Geralmente estes elementos,
quando em niveis basais, ndo causam problemas a saude. Entretanto, quando em doses
ou concentragdes elevadas, normalmente ocasionadas por processos antropicos, como
mineracao e disposi¢cdo inadequada de residuos, podem ser nocivos.

Os metais toxicos diferenciam-se de outros elementos quimicos toxicos, como
compostos orginicos, por ndo serem totalmente degradaveis. Entretanto, podem ser
convertidos em formas insoluveis (Baird e Cann 2011), tornando-se menos
biodisponiveis, ou seja, assumindo uma composicdo menos reativa, ou inerte, quando
interage com organismos. Bioquimicamente, o mecanismo da acdo toxica tende a
aumentar conforme aumenta a for¢a de atividade dos cations da substancia
contaminante com atomos de enxofre. Assim, ions metalicos tendem a interagir com
compostos ricos em grupamentos sulfidrila (-SH), como enzimas e proteinas, afetando,
por consequéncia, reacdes metabodlicas e funcdes essenciais (Baird e Cann 2011). Além
disso, em ambientes aquéticos, parametros fisico-quimicos, como pH, dureza e
quantidade de matéria organica podem interferir na biodisponibilidade dos metais, uma
vez que competem por sitios de ligacdo com moléculas organicas e inorganicas
presentes no ambiente. Dentre os metais toxicos encontrados no ambiente de maior

importancia encontram-se o Pb e o Cd (Spiro e Stigliani 2008; Baird e Cann 2011).
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Chumbo (Pb)

O Pb ¢ um elemento quimico toxico, ndo essencial ao metabolismo dos
organismos. Apresenta-se como uma uUnica variedade alotropica’, de cor cinza,
consisténcia metalica mole, de baixo ponto de fusdao (Russel 1994) e que se acumula nos
organismos (Moreira e Moreira 2004a). Esta classificado entre os 20 elementos mais
perigosos para o meio ambiente, de acordo com a Comprehensive Environmental
Response, Compensation, and Liability Act (CERCLA)’, embora seja um dos
contaminantes mais comuns (Burger e Gochfeld 2005). As fontes de Pb sao diversas,
desde deposicdo natural, como erosio e vulcanismo, até antrépica, como
derramamentos de gasolina (Corseuil e Marins 1997), disposi¢do inadequada de
efluentes industriais (Burger e Gochfeld 2005), corrosdo de tubulagdes antigas (Spiro e
Stigliani 2008; Baird e Cann 2011), descarte inadequado de residuos sodlidos, fontes
residuais de industrias de ceramica, corantes (Russel 1994; Duarte e Pascal 2000; Spiro
e Stigliani 2008; Baird e Cann 2011), bélicas (Guadagnin et al. 2007; Spiro e Stigliani
2008; Baird e Cann 2011) e deposicao de chumbada de redes de pesca.

Em ambientes aquaticos, a dissolugao do Pb depende do pH e da dureza da agua.
A maior quantidade de carbonato de calcio (CaCOs;) induz a precipitacdo do ion Pb
(Pb™") como carbonato de chumbo (PbCO3), um composto solavel (Spiro e Stigliani
2008), diminuindo assim a sua biodisponibilidade. Ja o baixo pH induz a dissolucao do
PbCO;, (Baird e Cann 2011), tornando-o novamente livre no ambiente para a
competicao por sitios de ligacdo de cations nas células animais e vegetais, aumentando,
portanto, sua biodisponibilidade. A matéria organica também influencia na
biodisponibilidade do Pb, que agrega-se mais facilmente a sedimentos finos. Ambientes
ricos em matéria organica retém maiores concentracdes de Pb agregado ao sedimento,
tornando-o, portanto, elemento passivel de absor¢dao pelos organismos (Vergotti et al.
2009; Caldas e Sanches-Filho 2013). Nos ambientes alagados do Rio Grande do Sul,
uma das hipoteses para o acimulo do Pb ¢ através da dispersdo de residuos durante a
pratica da caga esportiva, principalmente de marrecas (Guadagnin et al. 2007).

Quanto a sua absorc¢do, o Pb que entra em contato com um organismo pode ser

acumulado ou eliminado. Em média, de 7% a 15% do Pb ¢ absorvido por humanos

*Alotropia é a capacidade de um tnico elemento combinado de gerar diferentes substancias.

> CERCLA ¢ uma lei norte-americana criada em 11 de dezembro de 1980. Dispde sobre o langamento de
substancias perigosas por industrias quimicas e de petrdleo, taxando imposto e dando ao governo federal
autoridade para responder pela comunidade quando o poluente ameaga a saide humana (EPA 2011).
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adultos enquanto que 30% a 40% ¢ absorvido por criancas (Spiro e Stigliani 2008).
Nestes casos, as particulas maiores do metal tendem a passar diretamente pelo estdmago
e intestino enquanto particulas menores tendem a ser absorvidas, devido a maior
solubilidade. Por esse motivo, pessoas que residem proximo ou trabalham com a
mineracao do Pb tendem a ter menos niveis do metal no organismo que pessoas que
trabalham com a fundi¢@o (Spiro e Stigliani 2008).

A toxicidade do Pb resulta da interferéncia que este metal exerce no
funcionamento das membranas celulares e enzimas, formando complexos estaveis com
ligantes contendo enxofre, fosforo, nitrogénio ou oxigénio (grupamentos —SH, —H,, —
POs;, -NH,, —OH) (Moreira ¢ Moreira 2004a). Desloca-se pela corrente sanguinea,
depositando-se principalmente nos ossos, devido a competigao pelos sitios de ligagdo do
calcio (Ca™"). Quando ha desgaste dos ossos, seja pela idade, seja por patologia, ou
metabolismo do organismo e renovagdo celular, o Pb retorna a corrente sistémica. A
partir de entdo pode depositar-se na medula, prejudicando a producdo de hemécias, ou
dirigir-se ao cérebro, interferindo na sintese de células nervosas (Spiro e Stigliani 2008;
Baird e Cann 2011). Os efeitos na satide dependem da concentragdo absorvida e do
metabolismo do organismo. Em seres humanos (Moreira e Moreira 2004b) e aves,
gaivotas Larus argentatus (Burger e Gochfeld 1995; 2005), os efeitos incluem
interferéncias genéticas, neuroldgicas, congénitas, reprodutivas, comportamentais e
desenvolvimento de canceres e mas formagdes congénitas. Segundo Baird e Cann
(2011), ha uma queda de dois a trés pontos de quociente intelectual (QI) em criangas em
fase de desenvolvimento para cada 100 mg/mL de Pb presente no organismo. Em
individuos férteis, o Pb pode interferir na produgdo de esperma ou impedir a fixacao do
feto no utero. A tabela 1 relaciona alguns efeitos do Pb em aves as concentragdes

analisadas e tecidos amostrados em diferentes estudos.
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Tabela 1. Concentragdo (ppm) de Pb e efeitos observados em estudos com diferentes grupos de aves.

Concentracao
Grupo Tecido Efeito Observado Referéncia
(ppm)
Falconiformes, Galliformes e
1.09-2.17 Sangue Morte Franson (1996)
Columbiformes ’ ’
Nivel toxico (anemia, lesdes microscopicas em
Falconiformes, Galliformes e ‘ ‘
_ 0.70-3.52 Rim tecidos, perda de coordenacao muscular, perda  Franson (1996)
Columbiformes o : .
de peso, anorexia e diarreia)
Passer domesticus, Sturnus
. . ) ) Getz et al.
vulgaris, Quiscalus quiscala 3,00-98,00 Rim Niveis tolerados sem ocorréncia de mortalidade (1977)
e Turdus migratorius
' ' Custer et al.
Falconiformes 0,70-2,35 Cérebro  Niveis tolerados sem ocorréncia de mortalidade (1984)
Streptopelia risoria 3.95 Sangue Redugio da hemoglobina Kendall e
’ Scanlon (1982)
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Cadmio (Cd)

O Cd ¢ um metal ndo essencial ao metabolismo dos organismos, possui
coloracdo cinza esbranquicada, sendo que suas propriedades quimicas assemelham-se
ao zinco (Zn) (Russel 1994). O Cd pode formar ligantes estaveis com haletos (Russel
1994; Baird e Cann 2011), mimetizando o Zn, podendo ser incorporado por vegetais, ou
mimetizando o célcio (Ca), podendo se depositar nos ossos (Spiro e Stigliani 2008;
Baird e Cann 2011). Dessa forma, trata-se de um elemento téxico (Waldemarin 1999).

Por muito tempo o Cd foi utilizado na fabricagdo de tintas, mas atualmente a
pigmentagdo a base deste metal ¢ proibida. Provém das mais diversas fontes de
contaminagdo. Na natureza a provém da associacdo ao Zn, presente em minas. A
contaminagdo de origem antrdpica estd relacionada principalmente a mineragdo, além
da disposi¢do de efluentes industriais, da fabricacdo e destino pds-consumo de baterias,
e da fertilizacdo com compostos fosfatados (Russel 1994; Spiro e Stigliani 2008; Baird
e Cann 2011).

A toxicidade do Cd em gargas, B. ibis, N. nycticorax e A. cinerea assemelha-se
aquela do Pb sendo, portanto, um elemento perigoso para a saude animal. O Cd afeta as
ligagdes de membranas celulares, interferindo no funcionamento cerebral, na
reproducdo e nutricdo do organismo, levando a geracdo de canceres e de fetos com ma
formagdo congénita (Kim e Koo 2007a; 2007b; 2007¢c; Malik e Zeb 2009). Além disso,
a contaminacdo pelo Cd ¢ causa de desgaste 0sseo, pela competicdo deste com o Ca, e
de doencas cardiacas e pulmonares (Spiro e Stigliani 2008).

Os mamiferos sdo capazes de detoxificar o Cd através da acdo complexante das
metalotioneinas, encontradas nos rins e no figado (Spiro e Stigliani 2008; Baird e Cann
2011). Dessa forma, quando hé ingestdo acima da capacidade de detoxificacdo, o Cd
tende a acumular-se nestes 6rgaos, podendo causar patologias (Scheuhammer 1996). Ha
apenas um estudo sobre a concentracdo deste metal na regido do banhado do Taim (RS),
que quantifica a concentragdo de Cd em fezes da lontra Lontra longicaudis
(Waldemarin 1999).

As concentra¢des de Cd em diferentes tecidos de aves, relatadas na literatura,
variam com o tipo de estudo. Bluss et al. (1995) encontraram em individuos mortos da
espécie Bucephala clangula concentragdes de 2,67 ppm. Di Giulio e Scanlon 1985
realizaram um estudo com a introdu¢do de 10 ppm de Cd na dieta de Anas

platyrhynchos e encontraram concentragdes de 14,48 ppm no figado e 51,70 ppm no rim
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dos animais, quando a dieta foi ad libitum, e de 7,45 e 17,70 ppm, respectivamente,
quando uma restricdo na dieta foi aplicada. Em garcas B. ibis de areas fortemente
industrializadas nos EUA, Burger et al. (1992) encontraram 0,09 ppm de Cd nas penas.
Além disso, Burger e Gochfeld (1997) encontraram 0,36 ppm de Cd nas penas de B. ibis

amostrados em Sulawesi e 0,24 ppm em individuos amostrados Bali, Indonésia.

Deteccdo de metais no ambiente

Uma das formas de identificacdo e quantificacdo dos elementos presentes no
ambiente ¢ o monitoramento ambiental, o qual consiste na coleta e no processamento de
informagdes sobre as condi¢des do meio. Inuimeras ferramentas podem ser utilizadas
como forma de medir a contamina¢do do meio natural, as quais sdo adaptadas para
atingir o objetivo do estudo. Dessa forma, as pesquisas podem basear-se em variaveis
quimicas, fisicas ou biologicas, dependendo das ferramentas utilizadas (Lam e Gray
2003).

O monitoramento quimico utiliza variaveis como matéria organica ¢ pH para
inferir sobre as alteragdes do ambiente (Suzuki 2000). Por sua vez, o monitoramento
fisico considera parametros como luminosidade e pluviosidade como varidveis-
respostas. Por fim, o monitoramento biologico, ou biomonitoramento, mede a resposta
de organismos as modificagdes do meio (Burger e Gochfeld 2004a). Para a aplicacdo do
biomonitoramento ¢ necessario conhecer o organismo estudado, sua distribui¢do e suas
caracteristicas normais para que, assim, se possa inferir sobre as condigdes de estresse,
além dos mecanismos estdo envolvidos nos distirbios.

Pesquisas como as de Waldemarin (1999), Burger e Gochfeld (1995, 2005),
Guadagnin et al. (2007) e Ferreyra et al. (2009), assim como o presente estudo, visam
identificar a presenca dos principais metais no meio ambiente e seus efeitos sobre a
fauna. Este tipo de pesquisa contribui para o melhor conhecimento dos poluentes
quimicos e dos locais impactados, auxiliando assim na preservacdo de espécies

migratérias ou ameacadas de extingao.

Bioindicadores da Qualidade Ambiental

Uma ou mais medidas podem estar associadas aos estudos da qualidade

ambiental através de bioindicadores. As varidveis consideradas podem ser organismo,
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populagdo, comunidade, riqueza de espécies, abundancia de grupos taxondmicos entre
outros (Buss et al. 2003), dependendo dos objetivos do estudo. Quando se utiliza a
espécie como indicadora deve-se conhecer a relacdo entre o agente antropogénico € o
efeito (Burger e Gochfeld 2004a), a fim de minimizar as dificuldades de detec¢do de
efeitos de origem antropica sobre o ambiente.

Os bioindicadores destacam-se devido a sua especificidade de reacdo a um
determinado agente. Com isso, ¢ possivel detectar ndo s6 o impacto ambiental, mas
também seu agente (Burger e Gochfeld 2004a). Além disso, registram modificacdes
instantaneas, permitem inferir sobre as mudangas graduais do ambiente, além de
possibilitar a identificagdo de alteragdes em locais distantes das fontes emissoras
(Burger e Gochfeld 1995; 2004a). Dentre os agentes poluentes mais investigados em
estudos com aves aquaticas como indicadoras, tais como os de Burger e Gochfeld
(1995, 2005), Kim et al. (1996), Peréz (1998) ¢ Kim e Koo (2007a, 2007b, 2007¢),
encontram-se os metais como, o Pb e o Cd.

Neste contexto, quando se realizam pesquisas com organismos como
bioindicadores, deve-se levar em consideragdo seu papel no ecossistema e a relagao do
meio e seus recursos com o metabolismo do organismo. Isso porque a dindmica entre o
poluente e o individuo sera a resposta da pesquisa. E tentando elucidar essas relagdes
entre 0 organismo € o meio que estudos com isOtopos estaveis estdo cada vez mais

interligados com a avaliagdo da qualidade ambiental.

Uso de Isotopos Estaveis no Biomonitoramento da Qualidade Ambiental

Isétopos sdo diferentes formas de um mesmo elemento quimico, porém com
numero de néutrons (N) no nucleo desigual (Fry 2006). Tendem a instabilidade, uma

vez que um nucleo com um N elevado tende a ser reativamente instavel. Entretanto,
~ . ; N
alguns elementos sdo capazes de manter o numero de préotons (Z) semelhante a N (E <

1,5), tornando-se ndo-reativos e, portanto, estaveis (Sulzman 2007). Estes elementos sdao
conhecidos como is6topos estaveis e, ao contrario dos radioisotopos, que sofrem
decaimento radioativo, ndo perdem energia (Fry 2006).

Isotopos estaveis tém sido utilizados em estudos na area de ecologia com as mais
diversas aplicagdoes. Podem ser utilizados para identificar a posicao trofica de animais

(Peterson e Fry 1987; Phillips et al. 2009) e determinar a taxa de contribuicao das presas
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na alimenta¢do (Sulzman 2007). Isso ¢ possivel pois os valores isotopicos de elementos
como o carbono e o nitrogénio podem ser relacionados com o tipo de presa que o
animal consome (Craig 1953). Além disso, podem auxiliar no estudo de rotas
migratérias (Hobson e Clark 1992; Hobson 1999; Phillips et al. 2009), na identificagao
dos tipos de poluentes (Fry 2006) e suas possiveis fontes (Sulzman 2007), ou ainda na
determinagdo da taxa de transformagdo ou meia-vida de um determinado elemento
(Hobson e Clark 1992; Sulzman 2007).

Para esclarecer a dinamica entre o organismo bioindicador ¢ o meio, estudos
como os de Thompson et al. (1998), Bearhop et al. (2000) e Ofukany et al. (2012)
utilizaram isotopos estaveis como ferramenta na identificagdo da fonte de alimento ou
do nivel tréfico. Alguns metais, como Hg, tendem a acumular-se no organismo e
biomagnificar, conforme sdo transferidos ao longo da cadeia trofica e atingem niveis
superiores. Desta forma, a concentragcdo encontrada no organismo pode ndo ser a mesma
observada no ambiente.

Além disso, quando as aves sdo utilizadas como bioindicadores deve-se
considerar que elas deslocam-se facilmente e, portanto, sua rota migratdria ou a area de
vida deve ser conhecida. Dessa forma, os isétopos podem auxiliar na identificacdo da
fonte contaminante, através da comparagdo do is6topo de carbono com a assinatura
isotopica de presas locais. Com isso, ¢ possivel determinar se a concentragdo de
elementos quimicos encontrada no organismo tem correlagdo positiva (maior
concentragdo conforme aumento do nivel tr6fico) ou ndo possui relagdo com a
concentracao nos tecidos do animal.

Neste contexto, percebe-se que a identificagdo de metais em ambientes,
utilizando-se organismos vivos e aplicando metodologias ndo destrutivas, ¢ importante
para verificar os niveis basais de contamina¢do e identificar potenciais fontes poluidoras
e/ou fatores de risco para as populacdes de aves aquaticas e outros organismos. As aves
aquaticas da regido sul do Brasil sdo pouco estudadas, principalmente no que se refere a
poluentes, tampouco comparando habitos alimentares de espécies com diferentes
técnicas de forrageamento e a associacdo com a acumulacdo de substincias
potencialmente perigosas. Devido a ampla riqueza de espécies na regido sul do Brasil,
além da caréncia de estudos especificos com esta abordagem, nota-se, portanto, a
necessidade de realizacao de pesquisas que determinem os indices de metais pesados em
ambientes aquaticos da planicie costeira do RS, motivo principal da realizacdo deste

estudo.
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Objetivos

Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo principal quantificar as concentragdes de
Pb e Cd em diferentes tecidos de aves de habito alimentar diferente, em dois ambientes

distintos.

Objetivos Especificos

Para atender ao objetivo geral deste estudo, foram:

e determinadas as concentragdes de Pb e Cd em potenciais vias de excre¢do (penas
e ovos) e de transporte (sangue) nas aves 4. alba e P. ajaja oriundas de dois
ninhais, um potencialmente com maior contaminagao (ilha dos Marinheiros), e
outro tido como controle, o qual est4 localizado no banhado do Aguirre, ambos
no municipio de Rio Grande (RS);

e identificados os niveis troficos ¢ locais de alimentacdo das aves, através de
analises de isotopos estaveis;

e comparadas as concentracdes de Pb e Cd encontradas nos individuos dos dois
locais de coleta, considerando-se a influéncia das variaveis espécie e local, para
cada tecido e metal,;

e analisadas as concentragdes de cada metal em relacdo aos tecidos de mesma
fonte (sangue e penas, do mesmo filhote; conteudo e casca, provenientes dos
mesmos 0Vos);

e relacionados os resultados dos valores isotopicos no sangue com as

concentragdes sanguineas de Pb e Cd.

Hipoteses

As hipdteses que nortearam o presente estudo foram:

Hipoétese 1: A concentragdo de Cd ¢ maior nos animais que nidificam préximo as areas

urbana e industrial, ou seja, ilha dos Marinheiros, enquanto que a concentracao de Pb ¢
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maior em aves coletadas nos locais potencialmente utilizados para atividades de caga,

ou seja, a regido do Taim.

Hipotese 2: As concentragdes dos metais sdo maiores nas amostras de aves de maior
nivel trofico do que naquelas de aves que se alimentam de presas menores, ou de nivel
trofico mais baixo, devido a um possivel efeito de biomagnificagdo. Portanto, garga-
branca-grande devera apresentar concentragdes mais elevadas de Cd e Pb do que o

colhereiro.

Os Locais de Estudo

A planicie costeira sul-rio-grandense possui mais de 600 km de extensdo e ¢
composta por sedimentos arenosos, onde predominam as composi¢des quartzosas. Tem
como limites, ao norte, o rio Mampituba, e, ao sul, a barra do arroio Chui (Farion 2007).
Este sistema litordneo engloba quatro lagunas-barreira. O sistema barreira I € oriundo
do primeiro periodo transregressivo e € composto por areias quartzo-feldspaticas
avermelhadas, de granulacdo fina a média. O sistema barreira II € oriundo do segundo
transregressivo € € composto por areias quartzo-feldspaticas castanho-amareladas,
arredondadas, envoltas por uma matriz siltico-argilosa de natureza dialética. O sistema
barreira III ¢ oriundo do terceiro transregressivo € € composto por areias quartzosas
claras e finas, sendo extremamente estratificado. Por fim, o sistema laguna barreira IV ¢
composto de areias quartzosas muito finas, ¢ ainda ativo e datado do Holoceno. E neste
sistema que se encontram a laguna ou lagoa dos Patos e a lagoa Mirim (Tomazelli e
Villwock 2005).

A lagoa dos Patos, maior lagoa costeira do Atlantico Sul Ocidental, abrange uma
area de aproximadamente 10.300 km®. A regido estuarina ocupa cerca de 10% da area
total, ou seja, aproximadamente 970 km? (Asmus 1998; Garcia e Vieira 2001). O nivel
da 4agua e a salinidade da regido sdo influenciados pela pluviosidade e clima, tornando
as aguas levemente salinas em parte do ano, normalmente no verdao (Fontoura 2004). O
estuario da lagoa dos Patos ¢ considerado uma area importante para a conservacao de
Pelecaniformes da América do Sul (Kushlan e Hancock 2005). Entretanto, segundo
Gianuca (2010), estudos com estes animais na regido sdo escassos. O autor descreve um
ninhal de Pelecaniformes localizado na ilha dos Marinheiros (32°00'S, 52°09'W), em

uma regido de mata paludosa (Fig. 3). Nesta regido ha resquicios de praticas agricolas,
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notados por um sistema de canais com 1 a 2 m de profundidade ¢ 2 a 4 m de largura,
ainda preservados. Na coldnia ocorre a reprodu¢do de 4. alba e P. ajaja, além de outras
espécies de Pelecaniformes (Gianuca 2010).

A lagoa Mirim abrange, a leste, o banhado do Taim, importante Unidade de
Conservacao (Estagao Ecologica - ESEC), localizado no municipio de Rio Grande
(32°10'S a 33°37'S) (Rodrigues e Bemvenuti 2001). Conforme relatado por Mifio et al.
(2009), existe um grande ninhal de Pelecaniformes localizado no banhado do Aguirre
(32°29'S, 52°32'W), em uma propriedade particular, area proxima a ESEC do Taim
(Fig. 3).

Metodologias utilizadas na quantificacio de metais em organismos

No presente estudo foram coletadas amostras de ovos, sangue ¢ penas/penugens
de filhotes de A. alba e P. ajaja no ninhal de ambiente limnico (banhado do Aguirre) e
no ninhal de ambiente estuarino (ilha dos Marinheiros) (Tabela 2). Foi coletado um ovo
por ninho, com no maximo 8 dias de desenvolvimento, considerando-se apenas os
ninhos com trés ou mais ovos. Para a determinacdo da idade dos ovos, foi utilizado o
método de flutuacdo dos ovos, conforme descrito por Westerskov (1950) e Liebezeit et
al. (2007).

Segundo Liebezeit et al. (2007), o método de flutuacdo dos ovos permite a
determinagdo do estagio de desenvolvimento do embrido através da observagdo dos
seguintes parametros: (a) angulo entre o plano horizontal e o vertical em que o eixo do
ovo se encontra; (b) local que o ovo ocupa na coluna d’agua e; (c) altura do ovo na
coluna d’agua apos atingir a superficie. Dessa forma, o método estd baseado no
crescimento constante da célula de ar do ovo durante seu desenvolvimento. Isso se deve
a evaporacdo da agua e gases e ao aumento da quantidade de didéxido de carbono,
somado ao endurecimento do contetido, que se torna filhote (Westerskov 1950). O
desenvolvimento da camara de ar do ovo faz com que haja a modificagdo no angulo
ovo-superficie (Westerskov 1950; Liebezeit et al. 2007), sendo possivel determinar em
campo o estagio de desenvolvimento do embrido (Fig. 4).

Além dos ovos, foi coletado 1 mL de sangue da veia tarsal de filhotes, apos o
periodo de eclosdo na coldnia, com o auxilio de seringa e agulha foi coletado 1 mL de

sangue. Também foram coletadas manualmente de 4 a 6 penas/penugens por filhote.
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Os ovos coletados foram armazenados em caixas de papelao destinado ao
transporte comercial de ovos, para evitar rupturas. As penas foram armazenadas em
sacos plasticos tipo zip lock, a temperatura ambiente. As amostras de sangue foram
acondicionadas em frascos plasticos tipo eppendorf (1 mL), envoltos em papel aluminio
e conservados a uma temperatura de aproximadamente 4°C, a qual foi obtida com o
auxilio de bolsas de gel em bolsa térmica. Em seguida as amostras foram encaminhadas
ao Laboratorio de Aves Aquaticas e Tartarugas Marinhas da FURG, onde foram

conservadas em congelador e mantidas a -7°C até a realizacao das analises.
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Figura 3. Area de estudo no sul do Brasil evidenciando a localizagdo aproximada do
ninhal da ilha dos Marinheiros, lagoa dos Patos, e do ninhal do banhado do Aguirre,

lagoa Mirim.

Para as andlises, as amostras de sangue foram secas em estufa por
aproximadamente 36 h, digeridas a frio por 24 h com a adi¢do de 2 mL de 4cido nitrico
para cada 0,1 g de amostra seca. Apos completa digestdo, as amostras foram

avolumadas a 20 mL com agua deionizada. As penas foram lavadas em hidroxido de
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sodio (0,25 M) e 4gua destilada, conforme descrito por Bearhop et al. (2000), visando a
remocdo de residuos de alimentacdo e fezes. A seguir, as amostras foram secas em
estufa (50°C) por 36 h, cortadas em pedagos menores com o auxilio de uma tesoura,
quando necessario, digeridas a frio (24 h) pela adi¢do de 2 mL de acido nitrico para
cada 0,1 g de amostra seca e avolumadas a 20 mL com agua deionizada. As cascas dos
ovos foram lavadas em banho ultrassonico contendo peréxido de hidrogénio, secas em
estufa (~36 h), digeridas a frio (24 h) pela adi¢do de 2 mL de 4cido nitrico para cada 0,1
g de amostra seca e avolumadas a 20 mL com agua deionizada. O contetdo dos ovos foi
seco em estufa (~36 h), digerido a frio (24 h) pela adi¢do de 2 mL de acido nitrico para

cada 0,1 g de amostra seca e avolumado a 20 mL com agua deionizada.

Tabela 2. Relacdo do nimero de amostras de garca-branca-grande (Ardea alba) e
colhereiro (Platalea ajaja) na ilha dos Marinheiros e no banhado do Aguirre coletadas

no periodo de novembro de 2010 a fevereiro de 2011.

Local Espécie Tecido N° de Amostras
. Ardea alba Sangue 20
o

5 Pena 22
=

g Ovo 9

% Platalea ajaja Sangue 16
o

© Pena 15

<

= Ovo 10

Ardea alba Sangue 17
o
=

3= Pena 17

on
< Ovo 10
)

E Platalea ajaja Sangue 19
<

—::% Pena 17

- Ovo 12

Por fim, as amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de Determinagdes
do Instituto de Ciéncias Biologicas da FURG, para a determinacao das concentragdes de
Cd e Pb. As andlises foram realizadas em espectrofotometro de absor¢do atdmica no
modo chama, apods a avaliagdo de um padrao certificado para cada um dos metais em

analise.
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Além das amostras para analise dos metais, 2 a 3 gotas de sangue foram
colocadas em laminas histologicas e secas ao sol para andlise de is6topos estaveis de
carbono e nitrogénio. Posteriormente foram raspadas, liofilizadas, trituradas, pesadas (1
mg) e acondicionadas em capsulas de estanho (4 x 6 mm). As analises de carbono (C) e
nitrogénio (N) foram realizadas no Laboratorio de Quimica Analitica do Instituto de
Ecologia da Universidade da Georgia (Athens, Georgia, EUA). Os resultados de
isotopos de C e N foram quantificados como desvio relativo dos padrdes isotdpicos

(notagao delta - 0):

53Coud?®N = (M) -1 (Equagdo 1)

Rpadr o

onde R = C/C ou "N/'*N. Os padrdes usados foram Pee Dee Belemnite ¢ ar
atmosférico para carbono e nitrogénio, respectivamente. Padrdes internos do laboratdrio
foram analisados junto com as amostras para evitar variagdo durante as analises de um

determinado lote e entre os lotes. A precisdo analitica foi de + 0,10 para N e £ 0,11 para

o

6B (]

Figura 4. Determinacdo do periodo de incubag¢do (indicado em dias na figura) de ovos

de aves segundo o método de flutuagdo de ovos. Fonte: Westerskov (1950).
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As Analises Estatisticas

Os valores de concentragdo de cada metal foram comparados entre as duas
espécies e entre os dois locais estudados através de analise de varidncia (ANOVA) de
dois fatores, com interagdo (Zar 2009). Como os dados ndo atenderam aos pressupostos
do teste, estes foram transformados matematicamente (log;o), sendo que para os valores
zero, atribuiu-se o padrao médio de limite de detec¢dao do equipamento utilizado (0,05
ppm). Também foi calculado o indice de correlagdo de Spearman (Zar 2010) para as
concentragdes dos metais no sangue e nas penas, por se tratarem de dados do mesmo
individuo, e para as concentracdes de metais na casca € no conteudo dos ovos. Além
disso, foi calculado o indice de correlacdo entre os valores de 0°C e 6N e as
concentragdes sanguineas de cada metal. Neste caso, assumiu-se que maiores niveis
troficos, indicados pelos maiores valores de 6'°N, e as diferengas entre os locais onde os
adultos buscam o alimento para os filhotes, indicadas pelos valores de d'°C, influenciam
nas concentragoes dos metais. Por fim, foi realizada uma analise de correlacdo de
Spearman entre as concentracdes de Pb e Cd para cada um dos tecidos, a fim de
verificar se ha co-ocorréncia entre os metais, ou se a concentracdo de um metal
influencia na dos outros. Para o calculo da ANOVA foi utilizado o programa
computacional JMP 10 (SAS Institute Inc. 2012). Por sua vez, as andlises de correlacdo

foram realizadas utilizando-se o programa Biostat 5.0 (Ayres et al. 2007).

ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertagdo apresenta os resultados de uma pesquisa sobre contaminac¢ao
ambiental na regido sul do Rio Grande do Sul (RS, Brasil), utilizando-se tecidos da
garca-branca-grande A. alba e de colhereiro P. ajaja como bioindicadores de Pb e Cd.
Esta composta por uma Introdugdo Geral e um Anexo (Capitulo 1) em forma de artigo
cientifico, o qual devera ser submetido ao periddico Ecotoxicology. O Capitulo 1 aborda
a dindmica entre a concentra¢do dos metais, o comportamento e a alimentagdo das duas
espécies de Pelecaniformes residentes do RS, aliado as consequéncias da poluicao

antropica por metais toxicos.
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CAPITULO 1

Concentracoes de Pb e Cd em duas espécies de aves aquaticas no sul do Brasil:
influéncia do local de coleta e do habito alimentar

Cindy Tavares Barreto, Adalto Bianchini, Christy Morrissey e Leandro Bugoni

Artigo redigido de acordo com as normas para publicag¢do no periddico Ecotoxicology.
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Resumo

Aves s3o importantes sentinelas ambientais por indicarem concentracdes de contaminantes e pela
possibilidade de simulagdo de seus efeitos em outras espécies. O presente estudo buscou quantificar as
concentragdes dos metais ndo essenciais e toxicos chumbo (Pb) e cadmio (Cd), relacionando-as com dois
ambientes, habitos alimentares e niveis troficos de garca-branca-grande Ardea alba e colhereiro Platalea
ajaja, no sul do Brasil. Amostras de sangue, penas e ovos (separados em casca ¢ conteiido) foram
coletadas de dois ninhais, um de ambiente exclusivamente limnico e outro em ambiente misto (limnico e
estuarino). A concentragdo sanguinea de Pb foi maior nos individuos do estudrio. J& uma maior
concentracdo deste metal nas penas e na casca dos ovos foi observada nas aves do ambiente limnico.
Quanto ao Cd, maior concentracdo sanguinea foi observada nas garcas. Nas penas e na casca dos ovos,
maior concentracdo de Cd foi observada no ambiente limnico. Os resultados mostraram ainda correlagao
positiva entre a casca ¢ o conteudo dos ovos, além de alto indice de correlagdo entre as concentragdes
destes metais nas cascas. Embora as concentra¢cdes medidas no sangue e penas sejam inferiores aquelas
relatadas na literatura, nos ovos foram até 605 vezes maiores que os valores encontrados em espécies
semelhantes amostradas em outras areas. Os dados apresentados sugerem que as aves sdo boas
indicadoras/sentinelas de contaminagdo por metais em areas aquaticas. Além disso, mostraram que os
ovos sdo bioindicadores mais sensiveis que os demais tecidos, fornecendo importante evidéncia de

contaminagdo por Pb ¢ Cd em ambientes aquaticos na regido sul do Brasil.

Palavras-chave: bioindicador, Pelecaniformes, Ardea alba, Platalea ajaja, metais, isotopos estaveis.
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Introducao

A ampla divulgagdo dos efeitos causados pelos poluentes na satide humana e no funcionamento de
ecossistemas tem influenciado governos, instituicdes de pesquisas e publico em geral a se interessar cada
vez mais pela conservagdo de areas naturais. Devido & ocorréncia proxima a zonas urbanas, rurais e
ambientes modificados pela agdo humana, a exploracdo de diferentes ambientes e niveis troficos (Kushlan
e Hancock 2005; Burger e Gochfeld 1997), a elevada mobilidade e a simulagdo de potenciais efeitos a
saide humana (Vieira 2006; Williamson et al. 2013) as aves vém sendo amplamente utilizadas como
organismos bioindicadores da qualidade ambiental. Estudos como os de Burger e Gochfeld (1995; 1997;
2005), Kim et al. (1996), Koster et al. (1996), Peréz (1998) e Kim e Koo (2007a; 2007b; 2007¢) exploram
a utilizacdo de aves aquaticas como indicadoras de contaminag@o por metais, tais como o chumbo (Pb) e
0 cadmio (Cd).

Segundo Burger e Gochfeld (1997), as gargas sdo bioindicadores ideais para detec¢do de metais
em ecossistemas, uma vez que ocupam diferentes niveis troficos e exploram ambientes limnicos e
estuarinos. Estudos com estes organismos permitem a mitigacdo e prevengdo de efeitos adversos de
poluentes, contribuindo assim para a preservacdo dos ecossistemas. A exposi¢ao a esses contaminantes
pode afetar a saude dos animais ao reagir com componentes de tecidos e células, caracterizando-se, desta
forma, como poluentes. De forma geral, os contaminantes ambientais podem ser transportados através do
sangue (Fournier et al. 2002) e excretados através das penas (Malik e Zeb 2009) e ovos (Koster et al.
1996).

As aves sdo importantes indicadores da qualidade ambiental por possibilitarem a simulagdo dos
efeitos de contaminantes em outros grupos animais de um determinado ecossistema. Segundo Burger e
Gochfeld (2004), as aves marinhas destacam-se como boas sentinelas devido aos seguintes fatores: (a)
elevada posicdo na cadeia trofica, o que permite a andlise de efeitos da biomagnificacdo; (b) grande
longevidade, importante para a analise de efeitos da bioacumulagio; (c) elevada filopatria, importante no
monitoramento temporal de uma determinada regido, uma vez que aves migratdrias tendem a retornar a
um mesmo local para o novo periodo reprodutivo, além da grande quantidade de espécies residentes que
podem ser estudadas; (d) habitos coloniais, que facilitam a coleta devido ao grande nimero de individuos
concentrados em um mesmo local e a variedade de espécies presentes em uma mesma coldnia, o que
permite a comparagdo de analises em diferentes espécies e niveis troficos em apenas um local de
amostragem e; (e) ampla distribui¢do, abundéancia, notoriedade e tamanho, que facilitam as pesquisas
quanto a identificagdo de espécies, escolha do local de amostragem e tamanho da amostra. As aves de
zonas alagadas, como gargas e colhereiros, também apresentam as caracteristicas mencionadas acima
(Williamson et al. 2013) podendo, portanto, ser empregadas como sentinelas ambientais. Alguns fatores,
como dificuldade de determinagdo da fonte poluidora, ampla mobilidade, o que dificulta a determinagdo
do local de forrageio, e dificuldades na coleta de material, devido a ampla mobilidade, podem ser
apontados como fontes de erros nos resultados gerados em uma pesquisa com aves (Burger e Gochfeld
1997). Desta forma, o conhecimento dos habitos alimentares, sitios de forrageamento, locais de
nidificagdo e a rota migratoria sdo fundamentais para minimizar estes erros e fortalecer o alcance dos

resultados da pesquisa. O uso de filhotes e/ou ovos, mesmo com conhecimento restrito do comportamento

41



destes, pode minimizar os erros, uma vez que tendem a representar a situagdo do ambiente proximo a
coldnia. As aves adultas chegam a colonia antes de iniciar a reprodugdo, para a constru¢do dos ninhos e
corte. Durante o periodo reprodutivo alimentam-se em areas proximas, obtendo nutrientes que serdo
utilizados para a reproducdo. Além disso, aves jovens recebem o alimento dos pais e ainda ndo sairam do
ninho. Portanto, as concentragdes das substincias medidas em suas penas ¢ sangue irdo refletir as
concentragdes de areas proximas, locais onde os pais foram capturar as presas para regressar ao ninho e
alimentar o filhote (Burger e Gochfeld 2004). Neste periodo do ciclo de vida os adultos sdo
“forrageadores centrais” (central-place foragers), ou seja, estdo fixos a um local para o qual precisam
retornar regularmente.

A regido sul do Brasil possui elevada diversidade e extrema importdncia para as aves de
ambientes limnicos e estuarinos (Williamson et al. 2013). No estado do Rio Grande do Sul (RS, Brasil),
sdo encontradas 661 espécies de aves (Bencke et al. 2010), dentre elas aves que procuram refugios ou
territdrios temporarios (Marini ¢ Garcia 2005) ou que migram do Pantanal e do baixo Rio Parana
(Provincias de Entre Rios, Santa Fé e Corrientes, Argentina) (Antas 1994; Barquete et al. 2008).

A garca-branca-grande Ardea alba e o colhereiro Platalea ajaja sdo aves pernaltas, ou seja, com
pescoco e pernas alongados (Belton 1994), caracteristicas que compartilham com as demais aves da
ordem Pelecaniformes, a qual pertencem (CBRO 2011). Os Pelecaniformes estdo fortemente associados
aos ambientes aquaticos, locais que utilizam como dormitdrio, sitio reprodutivo e de forrageio (Kushlan e
Hancock 2005). Algumas espécies nidificam em zonas urbanas ou alimentam-se em plantagdes de graos,
como arroz ¢ soja (Weller 1999), onde estdo expostas aos mais diversos tipos de contaminantes
provenientes de atividades antropicas (Baird e Cann 2011; Williamson et al. 2013).

Em teoria, o efeito que uma substincia exerce no organismo ¢ diretamente proporcional a sua
concentragdo. A absor¢@o de baixas concentra¢des podera produzir algum efeito apenas apos certo tempo
de acumulag@o, caracterizando um efeito toxico cronico, enquanto a absor¢ao de elevadas concentragdes
pode produzir efeitos imediatos, caracterizando um efeito téxico agudo (Oga 2003). Portanto, se ndo
houver a influéncia fisioldégica do organismo, quanto maior a concentracdo de uma substancia em seu
corpo, maior serd o efeito sofrido. Entretanto, a resposta biologica depende do metabolismo do organismo
e de sua resposta imunoldgica. Alguns elementos, tais como o chumbo (Pb) ¢ o cadmio (Cd) sdo mais
severos ou toxicos que outros quando interagem com a fisiologia do organismo.

O Pb é um metal ndo essencial e toxico ao metabolismo dos animais. Em ambientes aquaticos,
sua dissolugdo depende do pH e da dureza da agua. Maiores quantidades de carbonato de calcio (CaCO3)
diminuem a biodisponibilidade enquanto que o baixo pH é responsavel pelo seu aumento (Baird e Cann
2011). Os efeitos na saude, tanto de seres humanos quanto de aves como, por exemplo, a gaivota-prateada
Larus argentatus, sdo semelhantes, incluindo distirbios genéticos, neuroldgicos, congénitos,
reprodutivos, comportamentais além do desenvolvimento de cénceres ¢ mas formagdes congénitas
(Burger e Gochfeld 1995; 2005; Moreira e Moreira 2004). Nos ambientes alagados do RS, o Pb vem se
acumulando devido aos residuos dispersados no ambiente durante a pratica da caga esportiva,
principalmente de marrecas (Guadagnin et al. 2007).

O Cd ¢é um metal ndo essencial toxico (Burger e Gochfeld 1997). Pode formar ligantes estaveis

com haletos, mimetizando o calcio (Ca) depositando-se nos ossos e tecidos ricos neste elemento (Spiro e
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Stigliani 2008). A toxicidade de Cd na garca-vaqueira Bubulcus ibis, no savacu Nycticorax nycticorax, €
na garca-real-européia Ardea cinerea, assemelha-se a do Pb, afetando ligagdes de membranas celulares,
interferindo no funcionamento cerebral, na reproducao e nutricdo do organismo, levando a formagao de
canceres e de fetos com mas formacdes congénitas (Kim e Koo 2007a; Malik e Zeb 2009).

Estudos com isotopos estaveis vém sendo utilizados em associagdo com a identificagdo e
quantificagdo de contaminantes. O uso dos isotopos estaveis permite a identificagdo da posigdo trofica dos
animais (Peterson ¢ Fry 1987; Phillips et al. 2009), além da determinagdo da taxa de contribui¢do de uma
presa na alimentagdo da espécie em estudo (Sulzman 2007). Isso é possivel pois a assinatura isotopica dos
elementos pode ser relacionada com o tipo de presa que o animal consome (Fry 2006). Além disso,
podem auxiliar no estudo de rotas migratdrias (Hobson e Clark 1992; Hobson 1999; Phillips et al. 2009),
identificar tipos de poluentes (Fry 2006) e suas possiveis fontes (Sulzman 2007), além de determinar a
taxa de transformagdo ou meia-vida de um determinado elemento (Hobson e Clark 1992; Sulzman 2007).
Portanto, o uso dessa técnica, minimiza erros na aplica¢do de aves como bioindicadores ou sentinelas,
uma vez que a fonte poluidora, o tipo de alimento e a rota migratoria podem ser inferidos. Além disso, é
possivel verificar se a concentragdo do poluente encontrada no organismo tem correlagdo com o aumento
do nivel tréfico, o que poderia indicar biomagnificacdo. Estudos como os de Thompson et al. (1998),
Bearhop et al. (2000) e Ofukany et al. (2012) utilizaram isotopos estaveis como ferramenta na
identificacdo da fonte de alimento ou nivel tréfico, sendo, portanto, importante quando associado com o
estudo da contaminagdo por metais.

As aves aquaticas da regido sul do Brasil sdo pouco estudadas e ndo ha estudos com a
comparagdo entre as concentragcdes de poluentes ¢ os habitos alimentares de espécies predadoras tateis,
por exemplo P. agjaja, e predadoras visuais, como A. alba. Portanto, devido a elevada riqueza de aves
aquaticas na regido, somada a caréncia de estudos especificos com esta abordagem, verifica-se a
necessidade de realizacdo de pesquisas que determinem as concentracdes de metais em ambientes
aquaticos da planicie costeira do RS. Estudos como os de Waldemarin (1999), Santos et al. (2003),
Barbosa (2007) e Caldas e Sanches-Filho (2013) evidenciaram concentragcdes de metais, como Pb, Cd e
Zn, na biota, no sedimento e em aguas superficiais no sul do RS. Entretanto, a comparacdo das
concentragdes de metais em tecidos de animais de ambientes limnicos e estuarinos na regido carece de
dados, visto que as pesquisas em ambientes limnicos ainda sdo escassas (Mirlean et al. 2005).

Com base no exposto acima, o presente estudo visou quantificar as concentragdes de Pb e Cd em
duas espécies de aves, 4. alba (predadora visual), comparando-as com as concentra¢des destes metais em
tecidos de P. ajaja (predador tatil), cujos habitos alimentares sdo distintos (Britto 2013), em dois
ambientes alagados (um limnico e estuarino e outro de limnico), na planicie costeira do RS (Brasil).
Espera-se encontrar maiores concentragdes de Cd em animais que nidificam proximo a areas urbanas e
industriais e maiores concentragdes de Pb em locais onde potencialmente ocorrem atividades de caga

mais intensas.
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Material e Métodos
Locais de estudo

A planicie costeira do RS, com mais de 600 km de extensdo, é composta por sedimentos arenosos, onde
predominam as composigdes quartzosas (Farion 2007). O relevo ¢ predominantemente plano, fazendo
com que os lagos da regido possuam poucos ou nenhum afluente (Mirlean et al. 2005). Um dos principais
sistemas de barreira limnico-estuarinos formado na regido ¢ o sistema lagoa dos Patos-Mirim.

A lagoa (ou laguna) dos Patos abrange uma 4rea de aproximadamente 10.300 km?, sendo que a
regido estuarina ocupa cerca de 10% de sua area total, ou seja, aproximadamente 970 km® (Garcia e
Vieira 2001). O nivel da 4gua e a salinidade da regido sdo influenciados pela pluviosidade e clima,
tornando as aguas levemente salinas em parte do ano, normalmente no verdo (Fontoura 2004). A
temperatura da regido entre 2010 ¢ 2012 variou conforme as estagdes, com médias minimas ¢ maximas no
inverno de 9,3°C e 26,3°C, respectivamente, ¢ no verdo entre 18,2°C e 28,8°C, respectivamente ( (INMET
2013). A pluviosidade (INMET 2013) ¢ os ventos (Vanz et al. 2003) sdo considerados irregulares. Braga
e Krusche (2000) indicam que em Rio Grande os ventos predominantes sdo os de norte e nordeste. Cabe
salientar que os ventos sdo de extrema importancia para a determinacao das fontes e dos mecanismos de
dispersao de poluentes (Braga e Krusche 2000;Vanz et al. 2003).

O estuario da lagoa dos Patos ¢ uma importante area para os Pelecaniformes da América do Sul
(Kushlan e Hancock 2005). E nesta regido que esta localizada a ilha dos Marinheiros (32°00'S, 52°09'W,
Fig. 1), a maior do RS (Gianuca et al. 2008), distante aproximadamente 18 km da desembocadura da
lagoa dos Patos no oceano Atlantico, ¢ 6 km a nordeste do centro da cidade do Rio Grande (RS). Nesta
area nidificam A. alba ¢ P. ajaja, além de outras quatro espécies de Pelecaniformes: 4. cocoi, Egretta
thula, B. ibis e N. nycticorax (Gianuca et al. 2008). A ilha pertence ao municipio de Rio Grande,
conhecido pelo Porto Internacional e pelo Polo Naval Petrolifero. A cidade possui cerca de 206 mil
habitantes (IBGE 2013), sendo as principais atividades aquelas ligadas as industrias de pescado, de
fertilizantes, de extragdo e refino de 6leo vegetal, além de atividades portudrias e petroliferas (Vanz et al.
2003). A coldnia estudada esta situada em frente ao antigo aterro controlado da cidade de Rio Grande,
hoje desativado, separados pela por¢do d’agua estuarina.

Ao sul da cidade de Rio Grande, em dire¢do ao municipio de Santa Vitéria do Palmar, em uma
grande area denominada banhado do Taim, encontra-se o banhado do Aguirre, proximo da lagoa Mirim e
da Estacdo Ecologica (ESEC) do Taim, onde estd localizada outra colonia de Pelecaniformes (32°29'S,
052°32'W), distante 66 km ao sul do ninhal estuarino. Esta colonia, em ambiente limnico, esta localizada
a 60 km a sudoeste da area urbana de Rio Grande (Fig. 1). Na regido predomina o cultivo de arroz
irrigado e a pecuaria de gado de corte (Marques e Villanueva 2001). O ninhal esta a 5,3 km da lagoa
Mirim e 16 km em linha reta do oceano Atlantico. Neste ninhal reproduzem-se 4. alba ¢ P. ajaja, além de
outras espécies de Pelecaniformes (B. ibis, A. cocoi, E. thula, N. nycticorax e Theristicus caerulescens). O
ninhal, estudado anteriormente por Mifio et al. (2009), costuma estabelecer-se no local todos os anos,

exceto quando o nivel de dgua esta muito baixo.
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Coleta e processamento das amostras

Amostras de ovos, sangue e penas/penugens de filhotes de 4. alba e P. ajaja foram coletadas nos ninhais
da ilha dos Marinheiros e do banhado do Aguirre, entre novembro de 2011 e fevereiro de 2012,
correspondente a primavera e verdo austrais, respectivamente. Foram coletadas 20 amostras de sangue, 22
de penas e 9 ovos de 4. alba na ilha dos Marinheiros; 16 de sangue, 15 de penas ¢ 10 ovos de P. ajaja na
ilha dos Marinheiros; 16 amostras de sangue, 15 de penas e 10 ovos de 4. alba no banhado do Aguirre; 10
de sangue, 17 de penas ¢ 12 ovos de P. ajaja no banhado do Aguirre. Foi coletado apenas um ovo de cada
ninho, em ninhos com trés ou mais ovos, de forma a evitar a destruicdo da ninhada e garantir
independéncia entre as amostras. Em campo foram escolhidos ovos com no maximo oito dias desde a
postura. Para a determinacdo do estdgio de desenvolvimento, seguiu-se o método de flutuagdo na agua,
conforme descrito por Westerskov (1950) e Liebezeit et al. (2007), o qual esta baseado no crescimento
constante da célula de ar do ovo durante seu desenvolvimento. Os ovos foram armazenados em caixas
para evitar ruptura, levados ao laboratdrio, onde foram medidos, pesados e congelados a -7°C até a
analise.

A preparacdo das amostras de ovos consistiu na separagdo do contetido do ovo e da casca. Clara
e gema foram misturadas, gerando uma amostra de conteudo e uma amostra de casca para cada ovo
coletado. As cascas foram acondicionadas em frascos plasticos, lavadas em banho ultrassénico com
peroxido de hidrogénio por 10 min, e em seguida com 4gua deionizada, por mais 10 min. As amostras de
casca e de conteido foram secas a 60°C em estufa e digeridas a frio por um periodo de 24 h a 36 h, com a
adig@o de 2 mL de acido nitrico para cada 0,1 g de amostra seca.

Amostras de sangue (1 mL) de filhotes capturados manualmente na colonia também foram
coletadas em campo através da pungdo da veia tarsal. Foram escolhidos filhotes com mais de trés semanas
de idade, a qual foi determinada a partir da cobertura de penas e do tamanho corporal (Arballo e Cravino
1999). Este procedimento foi adotado para que a coleta de sangue ndo interferisse no desenvolvimento e
que os valores isotopicos do ovo ja estivessem sido substituidos pelos valores da dieta fornecida pelos
pais. As amostras foram acondicionadas em frascos plasticos de 1,5 mL e conservadas a 4°C com o
auxilio de bolsas de gel em bolsa térmica, para transporte ao laboratorio, onde foram congeladas a -7°C.
Em seguida, as amostras foram secas a 60°C em estufa e digeridas a frio conforme descrito acima para as
amostras de ovos. Além de amostras para analise de metais, 2 ou 3 gotas de sangue foram colocadas em
laminas histologicas e secas ao sol para analise dos isotopos estaveis de carbono e nitrogénio.
Posteriormente, as amostras foram raspadas, liofilizadas, trituradas, pesadas (1 mg) e acondicionadas em
capsulas de estanho (4 x 6 mm). As analises de carbono e nitrogénio foram realizadas no Laboratorio de
Quimica Analitica do Instituto de Ecologia da Universidade da Georgia (Athens, Georgia, EUA). Os
resultados dos is6topos de carbono (C) e nitrogénio (N) foram quantificados e apresentados como desvio

relativo dos padrdes isotdpicos (notagdo delta, d), conforme a equagdo seguir:
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§13C ou§ 15N = (Samostra) _ 4 (Equagdo 1)
q

Rpadrﬁo

onde R = *C/"*C ou "N/"N. Os padrdes usados foram Pee Dee Belemnite ¢ ar atmosférico para carbono
e nitrogénio, respectivamente. Padrdes internos do laboratério foram analisados junto com as amostras
para evitar variacdo durante as andlises do mesmo ou entre lotes. A precisdo analitica foi de + 0,10 para N
e+0,11 para C.

Entre 4 e 6 penas de contorno de cada filhote foram coletadas e acondicionadas em sacos
plasticos, para transporte ao laboratorio, onde foram congeladas (-7°C) para posterior andlise. As penas
foram acondicionadas em frascos plasticos e lavadas sob agitagdo constante com perdxido de hidrogénio
(25 M), conforme descrito por Bearhop et al. (2000). Em seguida, as amostras foram secas a 60°C em
estufa e digeridas a frio conforme descrito acima para as amostras de ovos e sangue.

As amostras digeridas do conteudo e da casca do ovo, sangue e penas foram avolumadas a 20
mL com &4gua deionizada. A determinacdo das concentragdes de Pb e Cd foram realizadas em
espectrofotometro de absorcdo atdmica no modo chama (modelo AAS-932 Plus, GBC, Hampshire,
Illinois, EUA). A concentragdo de cada metal foi determinada com base em uma curva padrio construida

para cada um dos metais a partir de uma solugdo de concentragdo conhecida (NIST, EUA).
Andlise estatistica

A concentracdo de cada metal para cada espécie estudada foi expressa como média + desvio padrio. As
diferencas nas concentragdes de Pb e Cd foram comparadas entre as duas espécies e entre os dois locais
de amostragem através de analise de variancia (ANOVA) de dois fatores, com interagdo (Zar 2010).
Como os dados nao atenderam aos pressupostos para uso da ANOVA (normalidade e homogeneidade de
variancias), estes foram transformados matematicamente (log;,) e, para os valores zero, atribuiu-se o
padrdo médio de limite de detecgdo da técnica utilizada (0,05 ppm). Além disso, foi utilizada a correlagéo
de Spearman (Zar 2010) para verificar a existéncia de relacdo entre as concentragdes de Cd e Pb no
sangue e nas penas do mesmo individuo, a correlagdo entre as concentragdes dos metais na casca e no
contetido dos ovos e a relagdo entre os valores de 0"°C e 0"°N com a concentragio de cada metal
encontrada no sangue. Assumiu-se que maiores niveis troficos (indicado por 0°N) e diferengas entre os
locais onde os adultos buscam alimento para os filhotes (valores de §"°C), influenciam nas concentragdes
dos metais. Foi ainda realizado um teste de correlagdo de Spearman entre 5"°C e cada uma das espécies e
locais de amostragem estudados, a fim de verificar se o habitat utilizado para a alimentagdo influencia na
concentragdo de cada metal. Por fim, foi realizada uma andlise de correlagdo de Spearman entre as
concentragdes de Pb e Cd para cada um dos tecidos analisados, a fim de verificar se a concentragdo de um
metal em um determinado tecido influencia aquela presente em outro tecido, ou ainda se sua ocorréncia
esta associada. A ANOVA foi realizada utilizando-se o programa JMP 10 (SAS Institute Inc. 2012),
enquanto as analises de correlag@o foram feitas utilizando-se o programa BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007).

Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi > 95% (P < 0,05).
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Resultados

Concentragoes de metais

A concentragdo sanguinea de Pb variou significativamente em funcdo dos parametros analisados no
presente estudo (F, = 3,31; gl = 3; P = 0,03; Tabela 1; Fig. 2), sendo verificado um efeito significativo
da interacdo dos fatores ‘local’ e ‘espécie’ (P = 0,01). Porém, ndo foi observada diferenga significativa
quando consideradas apenas as espécies (P = 0,11) ou os locais de coleta (P = 0,87). A concentragdo de
Pb foi maior no sangue da garca-branca-grande coletada na ilha dos Marinheiros do nos demais
individuos. Nas penas, a concentracdo de Pb ndo variou significativamente em fungdo das varidveis
analisadas (F7; = 2,12; gl = 3; P = 0,62; Tabela 1; Fig. 2). Quanto a concentragdo de Pb na casca dos
ovos, foi observada uma variacdo significativa em func@o das varidveis analisadas (Fy; = 15,52; gl = 3; P
<0,0001; Tabela 1; Fig. 2), sendo esta associada aos diferentes locais de coleta (P < 0,0001). Além disso,
foi observada uma diferenca marginalmente significativa entre as espécies (P = 0,05) e uma interagéo
significativa entre o ambiente e a espécie (P < 0,05). A concentragdo de Pb na casca dos ovos foi elevada
nos dois locais de coleta e nas duas espécies analisadas. No entanto, foi observado para as duas espécies
que a concentragcdo de Pb foi maior nos individuos coletados no banhado do Aguirre do que naqueles
coletados na ilha dos Marinheiros (Fig. 2). Por sua vez, a concentracdo de Pb no contetido dos ovos ndo
variou significativamente em func¢do das variaveis analisadas (Fy; = 2,66; gl = 3; P = 0,06; Tabela 1; Fig.
2), fato este confirmado pela auséncia de diferenca na interagdo local-espécie (P = 0,63) ou entre as
espécies (P = 0,42). Porém, como a significincia da ANOVA foi apenas marginalmente ndo significativa
(P = 0,00), a analise dos niveis indicou uma diferenga significativa entre os locais de coleta, com um
valor médio maior nos individuos coletados na ilha dos Marinheiros do que naqueles coletados no
banhado do Aguirre (P = 0,01; Fig. 2).

Quanto a concentragdo sanguinea de Cd, a variacdo em func¢do dos parametros analisados foi
apenas marginalmente significativa (F;; = 2,75; gl = 3; P = 0,05, Tabela 1; Fig. 3), sendo esta
influenciada por uma diferenca entre as espécies estudadas. Neste caso, a concentracdo média de Cd foi
maior na garga-branca-grande do que no colhereiro (P = 0,02; Fig. 3). Por outro lado, ndo foi observado
um efeito significativo da interagdo entre o local de coleta e a espécie estudada (P = 0,49) ou uma
diferenca significativa entre os locais de coleta (P = 0,18). Nas penas, a concentragdo de Cd também
variou significativamente em fungdo dos parametros analisados (F7; = 66,05; gl = 3; P < 0,0001; Tabela
1; Fig. 3), sendo o valor médio maior nos individuos coletados na ilha dos Marinheiros do que naqueles
coletados no banhado do Aguirre (P < 0,0001; Fig. 3). Por outro lado, ndo foi observado efeito
significativo da interagdo local-espécie (P = 0,37) ou diferenca entre as espécies (P = 0,07). A
concentragdo de Cd na casca dos ovos amostrados variou significativamente em fungdo dos parametros
analisados (F4 = 4,74; gl = 3; P = 0,007; Tabela 1; Fig. 3), sendo esta variagdo devido a uma diferenca
significativa entre os locais de coleta. Neste caso, o valor médio foi maior nas amostras coletadas nos
individuos do banhado do Aguirre do que naqueles da ilha dos Marinheiros (P = 0,001; Fig. 3). Por outro
lado, ndo foi observado um efeito significativo da interacdo espécie-local (P = 0,45) ou diferenca
significativa entre as duas espécies (P = 0,18). Embora a concentragdo média de Cd no conteudo dos

ovos tenha sido elevada, esta ndo variou significativamente em fungdo dos pardmetros analisados (Fy =
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1,50; gl = 3; P = 0,23; Tabela 1; Fig. 3). De fato, quando os fatores foram analisados separadamente ndo
foi observado efeito significativo da interacdo local-espécie (P = 0,13), entre as espécies (P = 0,80) ou

entre os locais de coleta (P = 0,14).

Correlagdo entre as concentragoes de metais e os valores de isotopos estaveis

Nao foi observada correlagdo significativa entre as concentragdes no sangue ¢ nas penas das aves
analisadas, tanto de Pb (r; = 0,09; P = 0,48) quanto de Cd (r, = 0,04; P = 0,72). Porém, foi observada
correlagdo positiva e significativa entre a concentragdes de Pb (r, = 0,66; P<0,0001) e de Cd (r;=0,31; P
= 0,05) na casca e no conteudo dos ovos.

Quanto ao nivel tréfico, inferido pelos valores de 515N, ou origem dos nutrientes nos tecidos,
entendido por 0°C, nédo foi observada correlagio significativa entre os valores de 6"°N e as concentragdes
de Pb (r; =0,15; P = 0,25) ou entre os valores de 5"C e as concentracdes de Pb (r,=10,07; P = 0,63).
Também nio foi observada correlagio significativa entre o valor de 0"°N e a concentragio de Cd (rs =
0,09; P = 0,48) ou o valor de 5"C e a concentragio de Cd (r¢=-0,10; P = 0,45). Quanto a influéncia do
habitat nas concentra¢des dos metais, considerando-se cada espécie e local de coleta, ndo foi observada
correlagdo entre a concentracao de Pb e o local de coleta (ilha dos Marinheiros) em 4. alba (ry=-0,19; P
=0,52) ou em A. alba (rs=0,23; P = 0,39) e P. agjaja (r;=0,11; P = -0,43) no banhado do Aguirre. O
calculo da correlagdo entre "°C e Pb para P. ajaja na ilha dos Marinheiros ndo foi possivel devido as
concentragdes médias terem sido zero. Também nao foi observada correlagdo entre a concentragdo de Cd
em A. alba (ry=0,16; P =0,58) ¢ P. ajaja (r;=-0,20; P = 0,49) na ilha dos Marinheiros ou em 4. alba (r,
=-0,37; P=0,17) e P. ajaja (r;=-0,26; P = 0,35) no banhado do Aguirre.

As concentra¢des dos dois metais analisados nos diferentes tecidos ndo apresentaram correlagdo
significativa entre si no sangue (r; = 0,23; P = 0,006), nas penas (r; = -0,06; P = 0,61) ou no contetido dos
ovos (ry = -0,12; P = 0,46). Entretanto, os resultados mostraram uma correlagido positiva e significativa

entre as concentragdes de Pb ¢ Cd na casca dos ovos (7, = 0,69; P< 0,0001).

Discussao

Concentragoes dos metais e correlagdes no sangue e penas

As concentracgdes de Pb no sangue da garga-branca-grande 4. alba e do colhereiro P. ajaja, coletadas em
dois ambientes distintos (estuarino e limnico) no sul do Brasil, podem ser consideradas baixas quando
comparadas aquelas relatadas para outras espécies de aves aquaticas, como as marinhas (e.g. Carvalho et
al. 2013), mas nao quando comparadas com outras espécies de garcas em outros locais (e.g. B. ibis,
Burger et al. 1992; Burger e Gochfeld 1997). No entanto, algumas diferengas significativas foram
observadas quanto as espécies e locais de amostragem estudados. Além disso, interacdes entre estes
fatores também puderam ser observadas, evidenciando maiores concentragdes na garga-branca-grande da
ilha dos Marinheiros que nas demais amostras. Sabe-se que a garga branca-grande quando nidifica em
ambientes estuarinos pode capturar presas de ambientes limnicos do entorno, mas também estuarinos

(Britto 2013), fator que pode explicar os maiores niveis na espécie na ilha dos Marinheiros. Além disso,
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todos os resultados, com excecdo daqueles obtidos para os colhereiros da ilha dos Marinheiros, mesmo
baixos, estdo muito préximos de um limiar de ocorréncia de potenciais efeitos toxicos. Conforme Franson
(1996), concentragdes de 0,04 ppm a 0,65 ppm de Pb no sangue de Falconiformes, Galliformes e
Columbiformes ja evidenciam nivel subclinico de efeitos, tais como inibicdo da atividade da delta-
aminolevulinato desidrogenase (3-ALAD). Entretanto, ndo se pode afirmar que os filhotes amostrados no
presente estudo sofreram tais efeitos, visto que sdo ordens diferentes de aves e que, provavelmente, as
respostas sdo distintas entre os taxons. Além disso, a atividade enzimatica ou qualquer outro efeito
fisiologico dos metais ndo foram analisados no presente estudo.

Nao foi detectada a presenca de Pb no sangue dos colhereiros da ilha dos Marinheiros. Mesmo
tratando-se de animais que nidificam e alimentam-se muito préoximos de areas urbanas ou industriais,
como no presente caso, estes podem nao ter absorvido o contaminante recentemente, caso o elemento ndo
se encontre biodisponivel nas presas consumidas em periodo recente. Nao se pode afirmar, entretanto, que
0 ambiente como um todo esta livre da contaminagdo por Pb, visto que a concentragdo média de Pb na
garca-branca-grande foi de 1,43 ppm. Além disso, foram detectados nas penas do mesmo individuo, o que
evidencia que os filhotes detoxificam nas penas. Também, a variagdo significativa observada na aplicagédo
da ANOVA nos dados obtidos, considerando-se os quatro grupos experimentais (duas espécies e dois
locais de coleta), sugere a existéncia de fatores ecoldgicos que influenciam na resposta de pardmetros e
que nao foram considerados no presente estudo.

Além disso, ndo foi observada correlacdo significativa entre o nivel trofico e a concentragdo de
sanguinea de Pb. Britto (2013) verificou através da analise de is6topos estaveis que as mesmas gargas e
colhereiros analisados no presente estudo estdo em niveis troficos semelhantes, embora existam
diferencas na explorag@o das presas entre os dois locais de amostragem. Logo, sugere-se que a auséncia
de correlagdo entre as concentragdes dos metais e os valores dos isdtopos estaveis analisados se deve ao
fato de que as aves estudadas encontram-se no mesmo nivel tréfico (i.e. possuem valores semelhantes de
5"”N) e que o Pb nio biomagnifica. Sanches-Filho et al. (2013) observaram concentra¢des de Pb
inferiores a 1,20 ppm no musculo de corvina Micropogonias furnieri e na tainha Mugil platanus coletadas
no pontal da Barra, lagoa dos Patos (Rio Grande, RS). Cabe ressaltar que estas espécies de peixes
estuarinos sdo consumidas pelas aves analisadas no presente estudo (Britto 2013). As concentragdes de Pb
nos tecidos destes peixes foram inferiores as observadas no sedimento para o mesmo local de estudo
(Caldas e Sanches-Filho 2013), corroborando a ideia de que o Pb ndo ¢é bioconcentrado e ndo
bioamagnifica. Além disso, em outras espécies de aves, foi observado que as concentracdes de
contaminantes encontrados nos tecidos sdo proporcionais aquelas presentes nas presas ingeridas
(Carvalho et al. 2013), que, por sua vez, possuirdo concentragdes proporcionais as destes contaminantes
biodisponiveis nos locais de estudo. Portanto, a variagdo significativa observada em fungdo da interagdo
espécie-local pode ser atribuida a exploracdo de nichos distintos pelas duas espécies, devido, também, as
diferentes caracteristicas morfologicas e técnicas de forrageamento. Isso € possivel de ser observado
através das concentragdes médias obtidas para o ambiente estuarino (ilha dos Marinheiros), as quais sdo
maiores que as demais e maiores nas garcas do que nos colhereiros deste local.

As concentragdes de Cd observadas no sangue das aves analisadas no presente estudo podem ser

consideradas baixas quando comparadas aquelas de outras espécies de aves (Bluss et al. 1995; Carvalho

49



et al. 2013), sendo maiores na garga-branca-grande do que no colhereiro, em ambos os locais de coleta.
Segundo Bluss et al. (1995), Scheuhammer (1996) e Carvalho et al. (2013), as concentragdes de Cd nos
orgdos e no sangue sdo proporcionais aquelas ingeridas através da alimentagdo, apresentando, portanto,
um comportamento semelhante aquele observado para o Pb. Os valores encontrados no presente estudo
foram menores do que os encontrados no sangue de individuos de Bucephala clangula mortos, os quais
foram de 2,67 ppm (Bluss et al. 1995). Além disso, se for considerado o fato de que a concentragdo de Cd
tende a aumentar no figado e nos rins com o aumento da ingestdo (Scheuhammer 1996), os resultados
obtidos neste trabalho indicam, ainda, que ndo ha risco aos animais amostrados.

As concentragdes sanguineas de Cd analisadas também foram menores que as encontradas no
figado e nos rins da marreca Anas platyrhynchos ap6s a ingestao do metal (10 ppm), que foram de 14,48 ¢
51,70 ppm, respectivamente, quando adotada uma dieta ad Ilibitum, ¢ de 7,45 e 17,70 ppm,
respectivamente, quando uma restricdo na dieta foi aplicada (Di Giulio e Scanlon 1985). Em comparacio
com aves marinhas, as concentragdes observadas na garga-branca-grande e no colhereiro foram inferiores
aquelas relatadas no estudo com Procellariformes do oceano Atlantico adjacente (Carvalho et al. 2013),
que foram de 3,49 ppm em P. aequinoctialis e 4,77 ppm em P. conspicillata. Da mesma forma que para o
Pb, a concentracdo de Cd em peixes que sdo usualmente consumidos por 4. alba e P. ajaja foi inferior a
1,20 ppm e inferior aquela observada no sedimento do ambiente estuarino, o que indica que Cd, assim
como o Pb, também ndo ¢é bioconcentrado (Caldas e Sanches-Filho 2013; Sanches-Filho et al. 2013).

As concentragdes sanguineas de Pb e Cd representam um periodo recente na vida do animal, que
pode ter excretado parte dos metais ingeridos através da urina, penas e¢ fezes (Richards 2008). As
concentragdes encontradas nas penas das aves estudadas suportam a conclusdo de que as aves estdo
detoxificando estes metais nas penas. Cabe lembrar que a concentragdo dos metais nas penas refletem as
quantidades absorvidas durante o periodo de sua formagdo (Goede ¢ De-Bruin 1984) ou quanto o animal
foi capaz de excreta-los através desta via (Fournier et al. 2002; Malik e Zeb 2009).

As concentragdes de Pb encontradas nas penas dos filhotes analisados no presente estudo podem
ser consideradas relativamente baixas (< 3 ppm) quando comparadas com aquelas observadas em outras
espécies de aves. Porém, estas concentragdes foram maiores do que as observadas no sangue dos mesmos
individuos amostrados. Este resultado foi obtido para todos os grupos experimentais, com excegdo da
garca-branca-grande da ilha dos Marinheiros. Além disso, as concentragdes também foram inferiores
aquelas relatadas por Carvalho et al. (2013) nas penas de P. aequinoctialis (33,05 ppm) ¢ de P.
conspicillata (31,66 ppm) coletados na regido. De modo semelhante, Burger et al. (1992) relataram uma
concentragdo de 1,16 ppm de Pb nas penas de garca-vaqueira B. ibis, coletadas em coldnias localizadas
em areas fortemente industrializadas nos EUA, e de 1,09 ppm em individuos de colonias localizadas em
areas pouco industrializadas. Burger e Gochfeld (1997) também encontraram concentragdes superiores
em B. ibis coletada em duas regides da Indonésia (3,57 ppm em Sulawesi e 2,35 ppm em Bali).

Quanto as concentragdes de Cd nas penas, estas foram maiores do que aquelas observadas no
sangue das aves coletadas na ilha dos Marinheiros, em ambas as espécies. Os valores médios foram
inferiores aqueles relatados para duas espécies de petréis coletados no oceano adjacente ao local de
estudo, de 7,30 ppm (Carvalho et al. 2013). Entretanto, as concentra¢des do metal na garga-branca-grande

e no colhereiro foram superiores aquelas encontradas em B. ibis nos EUA (0,09 ppm; Burger et al. 1992),
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em Sulawesi, Indonésia (0,36 ppm; Burger e Gochfeld 1997) e em Bali (0,24 ppm; Burger e Gochfeld
1997). As maiores concentracdes de Cd nas aves amostradas na ilha dos Marinheiros evidenciam um
possivel foco de contaminagdo nesta regido. Sabe-se que ha relacdo entre matéria organica e a
biodisponibilidade de metais e, portanto, nesse caso, hd possibilidade de que a fonte poluidora esteja
associada a atividade humana, especialmente as praticas agricolas ou relacionadas com o langamento de
efluentes domésticos, além do langamento de chorume no ambiente, pelo aterro localizado no entorno, os
quais ocorrem tanto no estuario quanto nos ambientes limnicos adjacentes. Além disso, a proximidade de
outras potenciais fontes poluidoras, localizadas na cidade de Rio Grande (RS), bem como a diregdo
predominantemente sudoeste dos ventos no periodo de inverno (Braga e Krusche 2000), podem ter
transportado contaminantes até o local do presente estudo.

Embora ndo tenha sido observada correlagdo significativa para as concentragdes dos metais
analisados entre os tecidos (sangue e penas) ou entre as concentragdes destes metais no mesmo tecido,
sabe-se que penas sdo consideradas uma importante rota de excrecdo de metais nas aves (Malik e Zeb
2009). Portanto, mesmo que as concentragdes ndo estejam correlacionadas, ha a possibilidade de que as
penas serviram de rota para excrecdo do metal. As concentragdoes de Pb nas penas dos colhereiros dos
dois locais de estudo e das garcas do ambiente limnico, assim como as concentra¢cdes de Cd nas penas dos
individuos coletados no estudrio, foram superiores aquelas encontradas no sangue das aves, o que reforga
que as penas estdo sendo utilizadas como vias de excrecdo. A inexisténcia de correlagdo pode ainda estar
associada ao fato de que, por vezes, os metais que circulam no sangue podem depositar-se aleatoriamente
em outros tecidos, diminuindo assim a concentragdo que se deposita nas penas. Portanto, para verificar se
as concentragdes observadas nas aves em estudo exercem efeito toxico, é recomendado um
acompanhamento temporal da concentragdo dos metais nos individuos adultos, associado a estudos de
atividades fisiologicas. Como as andlises no presente estudo foram realizadas em filhotes e ndo
contemplaram a utilizagdo de tecidos de 6rgdos que desempenham papel detoxificante, como figado e
rins, ndo se pode determinar com precisdo os mecanismos de detoxificagdo. Além disso, ndo foram
amostrados 0ssos, que se encontram em periodo de formagao, havendo possibilidade de que o Pb e Cd
estejam depositando-se nos ossos destes individuos. Futuros estudos com este tecido utilizando filhotes

encontrados mortos sdo, portanto, importantes para testar esta hipotese.

Concentragoes e correlagoes dos metais nos ovos

Diferentemente do que foi observado no sangue e nas penas, as concentragdes de Pb encontradas nos ovos
amostrados foram elevadas. Concentragdes acima de 25 ppm foram observadas na casca dos ovos de
ambas as espécies e locais de amostragem, sendo maiores nas amostras obtidas no ambiente limnico
(banhado do Aguirre). Os ventos NE predominantes durante a maior parte do ano (Braga e Krusche 2000)
podem ter tido um papel relevante no transporte de Pb para a regido da colonia do ambiente limnico
(Taim), sugerindo assim um possivel foco de contamina¢do no banhado em estudo. Além disso, sabe-se
que as fémeas das aves podem excretar os metais ndo essenciais ao metabolismo através dos ovos
(Shahbaz et al. 2013). Alternativamente, as fémeas podem ter acumulado estes metais em locais distantes

da coldnia, antes do periodo reprodutivo. No entanto, ndo se sabe se as espécies de aves analisadas no
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presente estudo obtém os nutrientes para formag¢do do ovo no local da col6nia ou os armazenam em
periodos anteriores a sua chegada ao local de reproducao. Além disso, cabe ressaltar que a caga esportiva
direcionada as aves aquaticas ocorreu legalmente no RS até 2006, e sua proibicdo regulamentada apenas
em 2008 (TRF4 2008). Sabe-se que a caca foi uma importante fonte de contaminacdo de Pb nos
ambientes alagados do RS (Guadagnin et al. 2007). Portanto, ndo se pode determinar com precisdo a fonte
de contaminagdo do banhado do Aguirre como sendo de origem industrial, urbana ou proveniente da caga,
visto que estas atividades regionais, aliadas a fatores abioticos, como a diminui¢éo da biodisponibilidade
do Pb pela maior dureza das aguas salinas (Baird e Cann 2011), influenciam na composi¢do quimica atual
dos ecossistemas locais. Ha evidéncias de contaminacdo por Pb nos sedimentos em todo o percurso ao
longo da lagoa Mirim, adjacente ao banhado do Aguirre (Santos et al. 2003). No entanto, ao chegar ao
estuario da lagoa dos Patos, as concentragdes de metais elevam-se quando comparadas aquelas registradas
na lagoa Mirim. Barbosa (2007) constatou que a concentragdo de Pb ¢ positivamente influenciada pela
salinidade. Portanto, seria esperado que os animais que se reproduzem no estuario, especialmente a garca-
branca-grande por também se alimentar neste ambiente (Britto 2013), apresentassem concentragdes mais
elevadas de Pb. Entretanto, a presenga de CO; pode ter diminuido a biodisponibilidade do metal na
regido (Baird e Cann 2011), ocasionando, assim, maiores concentragdes do metal na ilha dos Marinheiros
apenas nas amostras de conteudo dos ovos e ndo em casca e conteudo.

Embora as concentragdes de Pb no conteudo dos ovos ndo tenham sido significativamente
diferentes quando se considera o conjunto de varidveis, ao analisar os dois locais de amostragem em
separado, foi encontrada diferenca significativa entre eles, confirmando assim os resultados obtidos para a
casca dos ovos. Valores acima de 10 ppm de Pb foram encontrados nos dois locais de amostragem para
ambas as espécies, maiores nos ovos amostrados na ilha dos Marinheiros, resultado que corrobora com
resultados anteriores de sedimento nesse mesmo local (Santos et al. 2003; Barbosa 2007; Caldas e
Sanches-Filho 2013), evidenciando, portanto, foco de contaminag@o na lagoa dos Patos.

As concentragdes observadas no presente estudo foram superiores aquelas encontradas em aves
de outros locais de amostragem. Por exemplo, Burger (2002) relatou concentragdes entre 0,06 ¢ 0,33 ppm
de Pb em quatro espécies de aves aquaticas (Larus marinus, L. argentatus, Rynchops niger e Sterna
forsterii) coletadas nos EUA, quando considerado o ovo inteiro. As concentragdes encontradas nas cascas
de ovos no presente estudo foram, no minimo, 78 vezes maiores que aquelas relatadas por Burger (2002)
para o ovo inteiro. Além disso, o contetido dos ovos deste estudo apresentou concentragdes, no minimo,
32 vezes maiores que aquelas presentes nos ovos inteiros analisados por Burger (2002). Da mesma forma,
no presente estudo as concentragdes de Pb no contetido de ovos foram, no minimo, 12 vezes maiores que
as mais altas concentragdes relatadas para duas outras espécies de garcas (B. ibis e Egretta garzetta)
coletadas no Paquistdo (Shahbaz et al. 2013), que variaram entre 0,37 e 0,89 ppm. Portanto, ao realizar as
comparagdes das concentragdes na casca e conteiido dos ovos, sejam em comparacdo com o contetdo
separado da casca ou com o ovo inteiro, os resultados encontrados no presente estudo estdo muito acima
daqueles reportados na literatura, indicando, assim, preocupante contaminagdo por Pb na planicie costeira
do sul do Brasil. Caso os niveis de Pb encontrados nos ovos fossem integralmente absorvidos pelos
filhotes, este metal seria transportado rapidamente pela corrente sanguinea para outros 6rgaos, podendo

causar a morte do animal. Isso porque interferéncias neuroldgicas, tais como decréscimo na habilidade de
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termorregulagdo, dificuldade de locomocdo e decréscimo no aprendizado e reconhecimento foram
relatados em L. argentatus apresentando concentragdes induzidas de apenas 0,98 a 1,96 ppm de Pb
(Burger e Gochfeld 2005). Portanto, as concentragdes encontradas nos ovos de aves aquaticas no sul do
Brasil requerem uma atengao especial.

As concentragdes de Cd, assim como as de Pb, também foram extremamente elevadas, sendo
maiores nas amostras de ovos coletadas no ambiente limnico. Os resultados encontrados na casca dos
ovos foram no minimo 605 vezes maiores que aquelas observadas no ovo inteiro de L. marinus, L.
argentatus, R. niger ¢ S. forsterii coletadas nos EUA (Burger 2002), que variaram entre 0,002 ¢ 0,005
ppm. Considerando as concentra¢des determinadas no conteudo dos ovos, denota-se que estas sdo, no
minimo, 289 vezes maiores que os maximos relatados por Burger (2002). Comparando conteudo-
conteudo de ovos, as concentragcdes observadas no presente estudo foram, no minimo, 5 vezes maiores
que as mais altas relatadas para as garcas B. ibis e E. garzetta coletadas no Paquistdo (Shahbaz et al.
2013), que foram de 0,14 a 0,25 ppm. Portanto, nota-se claramente que ha uma consideravel
contaminagdo por Pb e Cd nos ovos das espécies estudadas, sendo estes transferidos pelas fémeas,
previamente contaminadas. Santos et al. (2003) relataram concentragdes de Cd no sedimento da lagoa
Mirim inferiores aquelas observadas no sedimento da lagoa dos Patos, enquanto o resultado observado no
presente estudo foi inverso para as aves aquaticas analisadas. Além disso, sabe-se que a salinidade
aumenta a disponibilidade do Cd (Barbosa 2007). Neste caso, a fonte de contaminacdo de Cd pode estar
distante das colonias. Portanto, as causas da presenca, bem como a dindmica deste elemento no
ecossistema ainda sdo pouco compreendidas.

No presente estudo também foi observada uma alta correlag@o positiva entre as concentragdes de
Pb na casca e no contetido dos ovos, além de uma moderada correlagdo para o Cd. A correlagdo positiva
entre a concentragdo de Cd no conteido e na casca do ovo sugere que a casca pode ser um material
adequado para a indicagdo de contaminagao por metais. Cascas de ovos podem ser coletados de modo nao
letal, apos a eclosdo, e estdo correlacionados com a concentragdo no conteudo do ovo. De modo geral, os
resultados sugerem que as aves aquaticas sdo boas indicadoras da qualidade ambiental, visto que ¢é
possivel a determinagdo de concentragdes de substancias toxicas no ambienteatravés de tecidos que
representam periodos diferentes e composi¢do/obtengdo de nutrientes de forma distinta.

Os resultados indicam que ha uma contaminag@o dos ambientes estudados por Pb ¢ Cd, uma vez
que os animais amostrados podem ser residentes. A exploragdo de ambientes distintos pelas espécies em
estudo, demonstrada pelos diferentes valores de 0'°C, sugere que a absor¢io de contaminantes depende
das condicdes abiodticas do ambiente, tais como dureza da agua e salinidade, que influenciam na
biodisponibilidade de metais como Pb e Cd. Além disso, os ovos mostraram-se ser bioindicadores mais
sensiveis a baixas concentragdes no ambiente, visto que sdo formados a partir de nutrientes da mae, que
podem ter acumulado metais ao longo de sua vida e mobilizando-os para os ovos para detoxificagdo, e
mais praticos do que o sangue e as penas das aves estudadas, ja que podem ser coletados ap6s a eclosao
dos filhotes, ndo interferindo na reproducdo das aves. Portanto, cabe salientar que os ovos sdo de facil
coleta, indicam as condi¢des do ambiente local e permitem a inferéncia dos niveis de contaminagdo de
adultos e filhotes simultaneamente, além de se tratar de uma metodologia ndo-destrutiva e de minimo

distarbio para as aves. Mesmo em niveis ndo letais ou com danos potenciais pequenos, os resultados do
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presente estudo sugerem a existéncia de uma contamina¢do ambiental pelo Pb e Cd nos locais de

amostragem.
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Tabelal. Concentragcdes médias + desvio padrio (em ppm, peso seco) de Pb e Cd em tecidos da garca-branca-grande (Ardea alba) ¢ do colhereiro (Platalea ajaja) coletados

em ambiente estuarino na lagoa dos Patos, ilha dos Marinheiros (Ilha), e em ambiente limnico no banhado do Aguirre (Taim), ambos no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

[Pb] A. alba [Pb] P. ajaja [Pb] A. alba [Pb] P. ajaja [Cd] A. alba [Cd] P. ajaja [Cd] A. alba [Cd] P. ajaja
Itha Itha Taim Taim Itha Itha Taim Taim
Sangue 1,43+3,74 0,00+ 0,00 0,16+ 0,41 0,56+ 1,49 0,79 + 1,41 0,30+ 0,23 0,36+0,27  0,31+0,32
Penas 0,01 +0,05 0,94 +£ 3,26 0,61+ 1,64 0,98 +£2,10 1,90 +2.45 2,84+ 1,69 0,10£0,18  0,21+0,43
Casca de Ovos 26,10 £ 2,38 30,10 + 3,08 34,82 +£3,56 34,94 + 4,30 3,03+ 1,14 3,37+0,70 3,81+0,50  3,96+0,49
Conteido de 14,95 £ 6,37 17,72 £ 9,82 10,89 £ 2,53 11,89 £ 4,77 1,45+ 0,40 1,718 £ 0,41 1,95+ 0,45 1,83 +0,92

Ovos
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Tabela 2. indice de correlagio de Spearman (r) entre as concentragdes de Pb e Cd (ppm; peso seco)

. ~ . ’ . « g ’ . 15
entre tecidos e entre as concentragdes destes metais no sangue e os niveis de is6topos estaveis (6 "N e

6"C) na garga-branca-grande Ardea alba e no colhereiro Platalea ajaja amostrados em ambientes

limnico e estuarino no sul do Brasil. Os valores para os célculos foram agrupados entre espécies e

locais.
Pena Conteudo do ovo "N s C
7 P 7s P 7s P Ts P
Sangue 0,09 0,48 0,15 0,25 0,07 0,63
Casca do ovo 0,65 < 0,001
Pena Contetdo do ovo SN sBC
7 P 7 P 7s P 7 P
Sangue 0,04 0,72 0,09 0,48 -0,10 0,45
Casca do ovo 0,31 0,05
Pbx Cd
Sangue Pena Casca do ovo Conteudo do ovo
7 0,23 -0,06 0,69 -0,12
' 0,06 0,61 < 0,001 0,46
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Legenda das Figuras

Fig. 1. Area de estudo no sul do Brasil evidenciando a localizagdo aproximada do ninhal da ilha dos

Marinheiros (lagoa dos Patos), e do ninhal do banhado do Aguirre (lagoa Mirim).

Fig. 2. Concentracdes médias de chumbo (Pb) (ppm, peso seco) no sangue (A), penas (B), na casca
dos ovos (C) e no contetido dos ovos (D) de Ardea alba e Platalea ajaja coletados em duas areas do
sul do Brasil. Ninhal estuarino (ilha dos Marinheiros, lagoa dos Patos) e ninhal limnico (banhado do
Aguirre, Taim). * Representa diferenca significativa entre locais (ao lado de cada local), entre

espécies (eixo x) e entre fatores de intera¢ao local-espécie (central).

Fig. 3. Concentragdes médias de cadmio (Cd) (ppm, peso seco) no sangue (A), penas (B), na casca
dos ovos (C) e no contetido dos ovos (D) de Ardea alba e Platalea ajaja coletados em duas areas do
sul do Brasil. Ninhal estuarino (ilha dos Marinheiros, lagoa dos Patos) e ninhal limnico (banhado do
Aguirre, Taim). * Representa diferenca significativa entre locais (ao lado de cada local), entre

espécies (eixo x) e entre fatores de interagdo local-espécie (central).
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Normas para publicacio no periodico Ecotoxicology

Editorial Aim

Ecotoxicology is an international journal devoted to the publication of fundamental research in
ecotoxicology. This field of study is broad and at present research papers are scattered through a wide
range of other journals on associated topics. Papers published in Ecotoxicology will be aimed at
understanding the mechanisms and processes whereby chemicals exert their effects on ecosystems and
the impact caused at the population or community level. It is not biased with respect to taxon or
biome. Papers that indicate possible new approaches to regulation and control of toxic chemicals and
those aiding in formulating ways of conserving threatened species are particularly welcome. The
journal will include not only original research papers but also technical notes and review articles, both
invited and submitted. A strong, broadly based editorial board will ensure as wide an international

coverage as possible.

Editorial Coverage

Ecotoxicology covers a wide range of potential topics since contributions may cover effects on any
ecosystem, terrestrial, freshwater or marine. Cohesiveness of the journal will be maintained through
adherence to the underlying theme of quantifying the effect of toxic chemicals on populations,
communities and ecosystems.

The aim of papers should be to elucidate mechanisms and processes by which chemicals exert their
effects on populations, communities and ecosystems. Studies on individuals should demonstrate
linkage to population effects in clear and quantitative ways. Laboratory studies must show a clear
linkage to specific field situations. The editorial policy will be to exclude papers that deal only with

the levels of pollutants in the environment and those dealing purely with toxicity testing.

Review process
If the Editor determines that the subject matter falls within the scope of the Journal he sends it for
review by two referees. The Editor decides whether and in what form to accept a paper. Decisions of

the Editor are final.

Manuscript submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is
not under consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all
co-authors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute
where the work has been carried out. The publisher will not be held legally responsible should there

be any claims for compensation.

Permissions
Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published

elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online
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format and to include evidence that such permission has been granted when submitting their papers.

Any material received without such evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially reduces the
editorial processing and reviewing times and shortens overall publication times. Please follow the
hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your manuscript files following the

instructions given on the screen.

Title page

The title page should include:

. The name(s) of the author(s)

. A concise and informative title

. The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

. The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author
Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined

abbreviations or unspecified references.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text
Text Formatting
Manuscripts should be submitted in Word.

. Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

. Use italics for emphasis.

. Use the automatic page numbering function to number the pages.

. Do not use field functions.

. Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

. Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

. Use the equation editor or MathType for equations.

. Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.
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Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference
included in the reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should
never include the bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or
tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript
lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title
or the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments
Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before the

reference list. The names of funding organizations should be written in full.

Scientific style
. Please always use internationally accepted signs and symbols for units (SI units).
. Nomenclature: Insofar as possible, authors should use systematic names similar to

those used by Chemical Abstract Service or [UPAC.

3 Genus and species names should be in italics.

3 Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the
generic name should be given at first mention.

. Please use the standard mathematical notation for formulae, symbols, etc.:

Italic for single letters that denote mathematical constants, variables, and unknown quantities
Roman/upright for numerals, operators, and punctuation, and commonly defined functions or
abbreviations, e.g., cos, det, ¢ or exp, lim, log, max, min, sin, tan, d (for derivative)

Bold for vectors, tensors, and matrices.

References
Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:

. Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).
. This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).
° This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and Smith 1998;

Medvec et al. 1999).
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Reference list
The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published
or accepted for publication. Personal communications and unpublished works should only be
mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each work.

Journal article:

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009) Effect of high
intensity intermittent training on heart rate variability in prepubescent children. Eur J Appl Physiol
105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author lists will
also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J] Med 965:325-329

Article by DOI:
Sliftka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. J Mol Med.
do0i:10.1007/s001090000086

Book:
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

Book chapter:
Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern genomics, 3rd
edn. Wiley, New York, pp 230-257

Online document:
Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

Dissertation:

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title Word

Abbreviations, see www.issn.org/2-22661-LTW A-online.php

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-text

citations and reference list.
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Tables

. All tables are to be numbered using Arabic numerals.

. Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

. For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the
table.

. Identify any previously published material by giving the original source in the form

of a reference at the end of the table caption.
. Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks

for significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

Artwork and Illustrations Guidelines

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your artwork —
photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be produced to the
highest standards with the greatest accuracy to detail. The published work will directly reflect the
quality of the artwork provided.

Electronic Figure Submission

. Supply all figures electronically.
. Indicate what graphics program was used to create the artwork.
. For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF

format. MS Office files are also acceptable.
. Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

. Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
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Line Art:
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. Definition: Black and white graphic with no shading.
. Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the
figures are legible at final size.
. All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.
. Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi.
. Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

71



Halftone Art:

. Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
. If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars

within the figures themselves.

. Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
Combination Art:
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. Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line

drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
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. Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art:
. Color art is free of charge for online publication.
. If black and white will be shown in the print version, make sure that the main

information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another when
converted to black and white. A simple way to check this is to make a xerographic copy to

see if the necessary distinctions between the different colors are still apparent.

. If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.
. Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).
Figure Lettering:
. To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).
. Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about

2-3 mm (8-12 pt).
. Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt

type on an axis and 20-pt type for the axis label.

. Avoid effects such as shading, outline letters, etc.
. Do not include titles or captions within your illustrations.
Figure Numbering:
. All figures are to be numbered using Arabic numerals.
. Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
3 Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, ¢, etc.).
. If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue

the consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures, "Al, A2,
A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should, however,

be numbered separately.

Figure Captions:

. Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

. Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.

. No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be

placed at the end of the caption.
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. Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,
etc., as coordinate points in graphs.
. Identify previously published material by giving the original source in the form of a

reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size:
. When preparing your figures, size figures to fit in the column width.
. For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide
and not higher than 234 mm.
. For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide

and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from
the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do
not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any costs that may have

occurred to receive these permissions. In such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please
make sure that:

3 All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

. Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(color-blind users would then be able to distinguish the visual elements)

. Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Electronic Supplementary Material
Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary
files to be published online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to

the author's article, as certain information cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Submission
. Supply all supplementary material in standard file formats.
. Please include in each file the following information: article title, journal name,

author names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.
. To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may experience other problems during

downloading.
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Audio, Video, and Animations

. Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

. Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term
viability.
. A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets
. Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.
. If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets

should be submitted as .xlIs files (MS Excel).
Specialized Formats
Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex can

also be supplied.

Collecting Multiple Files

. It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.
Numbering
. If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the

material as a citation, similar to that of figures and tables.

. Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the
animation (Online Resource 3)", ... additional data are given in Online Resource 4”.
. Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.
Captions
3 For each supplementary material, please supply a concise caption describing the

content of the file.

Processing of supplementary files
. Electronic supplementary material will be published as received from the author

without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary

files, please make sure that:
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. The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material
. Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so

that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

Integrity of research and reporting.

Ethical standards
Manuscripts submitted for publication must contain a declaration that the experiments comply with
the current laws of the country in which they were performed. Please include this note in a separate

section before the reference list.

Conflict of interest

All benefits in any form from a commercial party related directly or indirectly to the subject of this
manuscript or any of the authors must be acknowledged. For each source of funds, both the research
funder and the grant number should be given. This note should be added in a separate section before
the reference list.

If no conflict exists, authors should state: The authors declare that they have no conflict of interest.

After acceptance

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application at
Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and indicate
whether you wish to order OpenChoice, offprints, or printing of figures in color.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and you will

receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal and access
to that article is granted to customers who have purchased a subscription), Springer provides an
alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open Choice article receives all the
benefits of a regular subscription-based article, but in addition is made available publicly through

Springer’s online platform SpringerLink.

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher
exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest possible protection and
dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the author. In
opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the Creative Commons

Attribution License.
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Offprints
Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations
Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version, authors will be

expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness and
accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results, corrected
values, title and authorship, are not allowed without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which will be

hyperlinked to the article.

Online First
The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first
publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can also be cited by

issue and page numbers.
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