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1. INTRODUCAO

O Chrysomus ruficapillus conhecido popularmente como “Garibaldi”, é uma
espécie de ave silvestre amplamente distribuida na América do Sul. E comum
encontra-lo em plantacdes de arroz, visto que esta lhe fornece condi¢des ideais de
abrigo, alimento e reproducdo (Cirne & LoOpez-lborra 2005). Desta forma, servem
como referéncia no estudo de aves, invertebrados e pequenos mamiferos, o que se
tornaria mais dificil em ecossistemas naturais (Beltrame, 2006). Os animais
desempenham papel de bioindicadores, pois fornecem avisos de potenciais efeitos
adversos para 0s organismos entre si, para 0S organismos que atacam sobre eles, e
como sentinelas a exposicéo e a efeitos para os seres humanos (Burger & Gochfeld,
2004). Sendo assim, é de extrema importancia desenvolver modelos através de
animais silvestres para entender os potenciais riscos ecoldgicos e como indicadores
de riscos para a saude humana.

Os seres vivos necessitam de pequenas quantidades de metais como o cobre,
cobalto e manganés para realizacdo de funcbes vitais ao organismo, entretanto,
altas quantidades sao extremamente toxicas por se tratarem de elementos altamente
reativos e de dificil eliminacdo do organismo. O chumbo é um metal pesado e que
constitui um grande problema ambiental em termos de poluicdo atmosférica, devido
a sua emissao por industrias, navios e por dejetos humanos. Apos entrar na cadeia
alimentar através do ar, solo e agua, pode ocorrer uma bioacumulacdo em todos
organismos, e bioconcentracdo nos organismos que estdo no topo da cadeia
alimentar. A exposicdo ao chumbo pode desencadear problemas hematolégicos,
neurocomportamentais, nefrotoxicos e reprodutivos (Cory-Slechta et al., 1983; Cory-
Slechta, 1990) Os animais silvestres sdo um modelo indicador dos efeitos a
exposicdo do chumbo em humanos, por apresentarem grandes semelhancas nos
efeitos a esta exposicao.

Efeitos de metais pesados sobre a reproducdo estdo relacionados com a
agressao as membranas celulares dos gametas e ovos embrionados, provavelmente
pelo seu elevado potencial de oxirreducdo, em funcéo da liberacdo de radiais livres
gue contém oxigénio, conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Almeida, 2001).

Este estudo tem o objetivo de entender os efeitos do chumbo sobre as células
espermaticas de aves, utilizando o Garibaldi como modelo.

2. METODOLOGIA
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Os experimentos presentes neste estudo foram aprovados pelo Comité de ética
da Universidade Federal do Rio Grande (licenca #23116.006225/2011-39), sendo
realizados nas Granjas Quatro Irmaos (Joaquim Oliveira) localizada no Km 461 da
Estrada BR-471, Rio Grande — Chui. Foram utilizadas aves silvestres de
Chryosomus ruficapillus machos adultos. As aves permaneceram em gaiolas, com
base de duas aves/m2, em piso de terra, tendo vegetacdo arbustiva e arbo6rea, com
sombreamento e espelho d’agua e o comedouro no alto, segundo o Art.22 —
Instrugdo Normativa 04/2002 — IBAMA. Foram utilizados 48 animais, que seréo
dividos em 3 grupos com 16 animais cada: gaiola 1, fechada com 16 animais, com a
administracdo do metal; gaiola 2, fechada com 16 animais que funcionou como
controle, recebendo injecdo de salina; 16 aves que foram capturadas com rede de
neblina para monitoramento das aves do ambiente (SISBIO, licenga de
captura #30228-1). Foi administrado através de injecdo intraperitoneal uma dose 50
ou de 100mg/kg de acetato de chumbo. As aves foram pesadas e medidas o
tamanho total do culmen, tarso, causa e asa. Ap0s quinze dias da admininstracéo
das doses de acetato de chumbo, as aves foram sacrificadas por deslocamento
cervical (Report of the AVMA Panel on Euthanasia, 2007; Recomendacdes das
Resolugbes do CFMV).

As amostras de espermatozoides foram coletadas através dos ductos deferentes,
tanto nos animais com a intervencao do chumbo quanto nos animais do controle. Os
ductos deferentes foram abertos em solucdo salina e deixados em temperatura
ambiente por 10 min para migracdo dos espermatozoides para o meio. Os
parametros de qualidade seminal avaliados logo apds a diluicdo do sémen foram:
integridade da membrana e DNA e funcionalidade mitocondrial.

A integridade de membrana plasmatica foi avaliada através das sondas
fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propidio (IP)
conforme descrito por Harrison & Vickers (1990). Esta avaliacao foi feita em aumento
de 400x em microscopio de epifluorescéncia. As células que apresentavam
fluorescéncia verde foram consideradas integras, enquanto as células com
fluorescéncia vermelha e verde/vermelha foram consideradas danificadas.

A integridade do DNA foi avaliada através da sonda acridine, em lamina seca, em
microscopio de epifluorescéncia sob aumento de 400 x, com excitacao em filtro com
comprimento de onda de 525 nm. O espermatozoide que emitiu fluorescéncia verde
na cabeca foi classificado como normal (DNA bicatenario) e quando emitiu
fluorescéncia vermelha ou amarela foi classificado como desnaturado (DNA
monocaternario).

A funcionalidade mitocondrial foi avaliada com o uso de uma sonda especifica,
Rodamina 123 (Rh123) (MCLEAN et al. 1993). As células foram avaliadas em
aumento de 400x em microscopio de epifluorescéncia. As células que apresentavam
a peca intermediaria com uma intensa fluorescéncia verde foram consideradas com
mitocéndrias funcionalmente ativas, enquanto as células sem intensa fluorescéncia
verde na peca intermediaria foram consideradas ndo funcionais. Foi realizada a
avaliacdo de 200 células espermaticas por lamina nas avaliagdes de integridade de
membrana, integridade de DNA e funcionalidade mitocondrial.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Ocorreu diminuicdo (P<0.05) na integridade de membrana e funcionalidade
mitocondrial espermatica nos grupos expostos ao acetato de chumbo (50mg/kg e
100mg/kg) em relagcdo ao controle, entretanto, elas ndo diferiram entre si (P>0.05)



(Fig.1.). J4, em relacéo a integridade do DNA do espermatozoide houve diminuicédo
(P<0.05) significativa somente na dose mais alta (100mg/kg) se comparado a dose
de 50mg/kg e o grupo controle que néo diferiram entre si (P>0.05) (Figural).
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Figura 1- Parametros de qualidade espermatica na ave Chrysomus ruficapillus
sete dias apés a injecdo de 1ml de solucdo salina (Grupo controle) ou 1 ml de
solucéo salina contendo acetato de chumbo (50 ou 100 mg Pb/kg por grupo). Os
dados estédo expressos com média + erro padrdo (Grupo controle n=12; Grupos com
50 e 100 mg Pb/Kg n=15). MI: Integridade de Membrana; MF: Funcionalidade de
Mitocondria; DI: Integridade do DNA. Letras diferentes demonstram diferenca
significativa (P<0,05) entre os grupos experimentais de cada parametro.

Tais resultados podem ser explicados por Hernandez-Ochoa et al. (2006), que
constataram que 72% do chumbo é incorporado no nucleo do espermatozoide
durante o seu desenvolvimento no testiculo, sendo os restantes 28% incorporados
durante a sua maturacdo no epididimo. Esses autores também observaram que 0s
espermatozoides em camundongos que receberam um tratamento com uma dose
mais alta de chumbo apresentaram 60% dos espermatozoides formados com lesao
de DNA. Dessa forma, a exposi¢do ao chumbo parece atuar diretamente no testiculo
e no nucleo do espermatozoide, corroborando com o fato constatado por Apostoli et
al. (1998) e Wadi & Ahmad (1999) que descreveram que 0 acetato de chumbo ao
entrar na circulacdo sanguinea atravessa a barreira hemato-testicular afetando
diretamente e se acumulando no testiculo.

4. CONCLUSOES
A exposicao crbnica ao chumbo causa efeitos negativos na funcionalidade de
mitocondria, integridade de membrana e DNA das células espermaticas de
Chrysomus ruficapillus, o que pode afetar o desempenho reprodutivo dessas aves.
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