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PREFACIO

A pesquisa teve como objetivo geral identificar e caracterizar as anomalias nucleares
eritrocitarias (ANE’s) de espécies de aves capturadas em ambientes florestais no Cerrado
Mineiro e em candrios belga expostos experimentalmente em ambientes urbano e rural,
correlacionando-as com as caracteristicas biologicas das espécies silvestres e com qualidade
do ar em cada area de estudo e no teste experimental. Para isso, a tese foi estruturada em trés

capitulos, da seguinte forma:

Capitulo 1: Anomalias nucleares eritrocitarias em aves de fragmentos florestais do
Cerrado brasileiro
e Objetivo: descrever os tipos e as quantidades de ANE’S presentes em aves capturadas

em ambientes florestais do Cerrado brasileiro.

Capitulo 2: Efeitos da qualidade do ar na ocorréncia de anomalias nucleares
eritrocitarias em aves do Cerrado brasileiro
e Objetivo: analisar a variagdo no nimero de ANE’s em relacdo a massa corporal, nivel
de qualidade do ar e espécie.
e Hipdtese: aves encontradas em locais com maior exposi¢do a poluicdo atmosférica

apresentam maiores quantidades de ANE’s.

Capitulo 3: Influéncia do tempo de exposicio da poluicio atmosférica na frequéncia de
anomalias nucleares eritrocitarias em canarios-belga Serinus canaria (Linnaeus, 1758)
e Objetivo: comparar a frequéncia de ANE’s de canarios-belga mantidos em cativeiro na
area urbana e rural.
e Hipotese: individuos de canario-belga expostos na éarea urbana apresentam maior

frequéncia de ANE’S devido a maior exposi¢do a poluigdo do ar.

Parte dos dados do capitulo 2 ja foram publicados na forma de artigo cientifico:
Effects of urban proximity and the occurrence of erythroplastids in Antilophia galeata.

na Environmental Science and Pollution Research International (qualis A2) em julho de

2020. DOI: 10.1007/s11356-020-10057-y.
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Abstract

Air pollution can generate changes in the morphology, physiology, and behavior of several animals, including birds, which, when
responding to such environmental changes, can be used as biomonitors. Quantitative and qualitative analyses of erythrocyte
nuclear anomalies comprise a useful tool for biomonitoring, with anucleated erythrocytes, called erythroplastids, being partic-
ulary significant. The objectives of the present study were to quantify the presence of erythroplastids in Antilophia galeata and
relate their presence to distance from the nearest urban environment. Blood smears were analyzed for 80 individuals of A. galeata
captured between June 2013 and October 2018 in five Cemado forest fragments of different sizes and with different influences
from wrbanization. The quantity of erythroplastids differed among areas, with it being greater in fragments within a proximity
with urban, and less in highly preserved areas far from an urban environment. Quantification of erythroplastids in A. galeata
proved to be a useful tool for monitoring air quality.

Keywords Birds - Biomonitoring - Erythrocytes - Air quality - Blood - Nuclear abnormalities
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RESUMO
Gongalves, V. F. 2022. Anomalias nucleares eritrocitarias como ferramentas de

biomonitoramento por aves no Cerrado. Tese de Doutorado em Ecologia, Conservagdo e

Biodiversidade. UFU. Uberlandia — MG. 82f.

Os distarbios ambientais, como a poluicdo atmosférica, provocam perturbagdes nas
comunidades e podem levar a extingdo de algumas espécies ou gerar efeitos mutagénicos,
como Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE), nos individuos que permanecem nos
ambientes. As ANE’s sdo definidas como danos genéticos no nucleo das células, sendo
utilizadas como biomarcadores para avaliar o potencial efeito de xenobidticos em aves. Nesse
sentido, foi descrito os tipos de ANE’s encontrados em aves silvestres do Cerrado brasileiro e
investigada a influéncia da qualidade do ar na quantidade de anomalias em aves silvestres e
em um teste experimental com candrios-belgas. As capturas de aves ocorreram em seis areas
de florestas estacionais semideciduais do Cerrado Mineiro, sendo classificadas de acordo com
o nivel de qualidade do ar. Para os testes experimentais, os canarios foram divididos em dois
grupos, expostos por 120 dias a dois tipos de ambientes: rural e urbano. As aves foram
identificadas e marcadas com anilhas metélicas; em seguida, foi feita a coleta de sangue para
confec¢do de esfregacos sanguineos que foram analisados com auxilio de microscopio 6tico.
Foram registrados 7 tipos de ANE’s, que se correlacionaram entre si, em 11 espécies de
Passeriformes, sendo: célula binucleada, eritroplastideo, niicleo deslocado, nucleo entalhado,
constricdo assimétrica, constricdo simétrica e nicleo multilobulado. A quantidade de ANE’s
nas amostras de sangue de cinco espécies de aves silvestres foi influenciada pelo nivel de
qualidade do ar, sendo maior nos locais com ma qualidade, sem distingdo entre as espécies
analisadas. Em relacdo ao teste experimental, os canarios do ambiente urbano também
apresentaram maiores quantidades de ANE’s. Portanto, a ma qualidade do ar parece ser um
fator favoravel ao surgimento de ANE’s em aves, sendo possivel o uso desse biomarcador em

estudos de biomonitoramento.

Palavras-chave: alteracdes celulares; avifauna; biomarcador; biomonitores; qualidade do ar;

poluentes.



ABSTRACT
Gongalves, V. F. 2022. Erythrocyte Nuclear Abnormalities as a biomonitoring technique in
birds in the Brazilian Cerrado. PhD Thesis. Tese de Doutorado em Ecologia, Conservagao e

Biodiversidade. UFU. Uberlandia — MG. 82f.

Environmental disturbances, such as air pollution, may affect biological communities in
several ways, from species extinction to causing mutagenic effects. One of these latter is
Erythrocyte Nuclear Abnormalities (ENAs), which are defined as genetic damage to the cell
nucleus. ENAs have been used as biomarkers to assess the potential effects of mutagens in
birds. Thus, here we described the ENAs found in free-living bird species in the Brazilian
Cerrado and we investigated the influence of air quality in the number of anomalies in both
wild species and captive individuals of the Atlantic canary. Bird captures took place in six
semideciduous forests from the Cerrado of the State of Minas Gerais in Brazil. Each of these
forests were classified according to their air quality. Atlantic canaries were used in
experimental trials. Wild birds were identified and both wild species and Atlantic canaries
were tagged with metal bands and then, we collected blood to prepare blood smears, which
were assessed in optical microscope. We observed 7 related types of ENAs in 11 species of
Passeriformes: binucleate cell, erythroplastid, displaced nucleus, slotted nucleus, asymmetric
constriction, symmetric constriction, and lobed nucleus The number of ENAs in blood
samples from five wild species was related to air quality, i.e. it was higher in areas where air
quality was poorer, without distinction among species. The experimental trial showed the
same patterns because canaries in the urban areas had higher quantities of ENAs. Therefore,
we suggest that bad air quality is the main driver of ENAs in birds, and that this biomarker

may be used in biomonitoring studies.

Keywords: cell alterations; avifauna; biomarker; biomonitors; air quality; pollutants.



CAPITULO 1

ANOMALIAS NUCLEARES ERITROCITARIAS EM AVES DE FRAGMENTOS
FLORESTAIS DO CERRADO BRASILEIRO



Resumo

O eritrocito das aves apresenta um formato ovoide, com um nucleo, também ovoide,
localizado na regido central da célula. As Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) sdo
definidas como danos genéticos no nucleo das células. Podem ser utilizadas como
biomarcadores, para avaliar, de forma qualitativa e quantitativa, o dano causado pela
exposicdo a agentes de genotoxicidade. O objetivo desse estudo foi descrever os tipos e as
quantidades de ANE’S presentes em aves capturadas em ambientes florestais do Cerrado
brasileiro. O estudo foi realizado em seis areas florestais estacionais semideciduais onde as
aves foram capturadas com redes de neblina durante os meses de junho de 2013 a novembro
de 2019. Apds a captura, as aves foram identificadas e marcadas com anilhas metalicas, e em
seguida, foi feita a coleta de sangue para confeccdo de esfregacos sanguineos que foram
analisados com auxilio de microscopio oOtico. Das 886 amostras de 11 espécies da ordem
Passeriformes, 50,2% apresentam pelo menos algum tipo de ANE’s. As ANE’s registradas
foram: célula binucleada, eritroplastideo, nucleo deslocado, nucleo entalhado, constri¢ao
assimétrica, constricdo simétrica e nicleo multilobulado; sendo o ntcleo deslocado a mais
abundante. A Analise de Componentes Principais foi efetiva em ordenar as espécies,
conforme o grau de susceptibilidade a desenvolver ANE’s, sendo Antilophia galeata a mais
susceptivel e Lathrotriccus euleri a menos. Além disso, foi observada a existéncia de
correlacdo linear entre os pares de tipos de ANE’s, o que pode ser explicado pelo processo de
formag¢do e desenvolvimento das anomalias. Foi possivel identificar trés grupos de espécies
de acordo com a similaridade na propor¢do de amostras com ANE’s, o que pode estar
relacionado com caracteristicas intrinsecas ou extrinsecas das espécies. Trata-se do primeiro
relato descritivo de ANE’s em aves de ambientes silvestres. Vale ressaltar que ¢ importante
em estudos futuros incluir outros aspectos, como: qualidade do ambiente, habitat, nimero de

células, amostras e comportamento das espécies investigadas.

Palavras-chave: alteragdes; eritrocitos; Passeriformes.



Erythrocyte nuclear abnormalities in birds from forest fragments in the Brazilian

Cerrado

Abstract

Birds’ erythrocytes have an ovoid shape with an ovoid nucleus that are located in the central
part of the cell. Erythrocyte nuclear abnormalities (ENAs) are defined as genetic damage in
the cell nucleus, and they are used as biomarkers, mainly in experimental tests, to assess the
quantitative and qualitative damage caused by the exposure to genotoxic agents. Here, we
aimed to describe the types and quantities of ENAs in birds captured in forest environments in
the Brazilian Cerrado. The birds were captured in six semideciduous forests from June 2013
to November 2019. After they were captured, birds were identified and tagged with metal
bands; then, we collected blood to prepare blood smears, which were assessed in optical
microscope. About half (50.2%) of the 886 samples from 11 species of the order
Passeriformes had some kind of ENA. The ENA we found were: binucleate cell,
erythroplastid, displaced nucleus, slotted nucleus, asymmetric constriction, symmetric
constriction, and lobed nucleus. PCA (Principal Component Analysis) was effective in
ordering bird species, according to their likelihood of developing ENAs. Antilophia galeata
was the most susceptible species and Lathrotriccus euleri was the least susceptible species.
Moreover, we observed a linear correlation between pairs of ENAs, which can be explained
by the formation and development of these anomalies. We were able to identify three groups
of species according to their similarity in the proportion of samples with ENAs, which may be
related to intrinsic or extrinsic species traits. To our knowledge, this is the first descriptive

essay of ENAs in wild environments.

Keywords: alterations; erythrocytes; Passeriformes.



INTRODUCAO

Os eritrdcitos das aves geralmente sdo ovoides com a presenca de um nucleo, também
ovoide, localizado na regido central da célula (CAMPBELL, 2015; CLARK, BOARDMAN,;
RAIDAL, 2009), sendo que o tamanho e as proporcdes relativas do eritrocito e do nucleo
variam entre as espécies (HARTMAN; LESSLER, 1963). O nucleo das células das aves
podem apresentar alteracdes ou danos, podendo ser detectados por algumas técnicas, como a
analise de microntcleo (BAESSE et al., 2015, 2019) e de Anomalias Nucleares Eritrocitarias
(ANE’s) (CLARK, 2015; QUERO et al., 2016; SOUZA et al., 2017; GONCALVES et al.,
2020).

As ANE’s sdo definidas como danos genéticos que podem ser causados por
substancias toxicas (BARBOSA et al., 2013; CORDUK et al., 2018) e ocorrem em individuos
que permanecem em ambientes com efeitos de agentes genotoxicos (SERRANO-GARCIA;
MONTERO-MONTOYA, 2001; MITKOVSKA; CHASSOVNIKAROVA, 2020). As ANE’s
podem ser induzidas por estresse oxidativo, exposi¢cdo a agentes clastogénicos (quebra de
cromossomos) ou aneugénicos (inducdo de aneuploidias ou segregacdo cromossOmica),
defeitos genéticos do ciclo celular, reparacdo do DNA, deficiéncia de nutrientes importantes
para o metabolismo do DNA e separagdo dos cromossomos (BAESSE et al., 2015; SOUTO et
al., 2018; SOUZA et al., 2017; STOIBER et al., 2004). Esse biomarcador permite avaliar, de
forma qualitativa e quantitativa, o dano ao DNA causado pela exposi¢do aos agentes de
genotoxicidade de curto ou longo prazo (MONSERRAT et al., 2007; MITKOVSKA;
CHASSOVNIKAROVA, 2020).

Os estudos com ANE’s em aves sao escassos (GHAFFAR et al., 2018; GONCALVES
et al., 2020; HUSSAIN et al., 2015; SILVEIRA ET AL. 2021), sendo a maioria baseado em
testes experimentais com espécies exoticas (MAS et al., 2015). Durante uma pesquisa sobre

malaria no Brasil, Franco (1943), registrou, ao acaso, anomalias do tipo nicleo em constri¢ao



e nucleos fendidos em pardais (Passer domesticus). Lucas e Jamroz (1961) descreveram
variagcdes morfologicas, como células sanguineas sem nucleos, denominadas eritroplastideo,
encontradas em galos domésticos (Gallus gallus domesticus). Recentemente, Clark (2015)
também relatou algumas alteragcdes no nucleo dos eritrocitos de uma espécie de ave, a
Lophochroa leadbeateri como: constricdo simétrica, constrigdo assimétrica e células com
micronucleo e nicleo multilobulado. Complementando as informacgdes sobre ANE’s em aves,
Souza et al. (2017) registraram nucleo deslocado, eritroplastideo e microntcleo nas células
sanguineas de periquitos australianos (Melopsittacus undulates).

Com o objetivo de contribuir para a identificacdo de anomalias eritrocitarias em aves
para agdes de biomonitoramento, o presente estudo visou descrever os tipos ¢ as quantidades

de ANE’S presentes em aves capturadas de ambientes florestais do Cerrado brasileiro.

METODOLOGIA
Areas de estudo

O estudo foi realizado em seis areas de florestas estacionais semideciduais no Cerrado
brasileiro, com tamanho e localizagdes diferentes: Mata da Fazenda Agua Fria (18°29°47”S,
48°22°44”0), Mata da Estacdo de Pesquisa e Desenvolvimento Ambiental Galheiro
(19°12'39”S, 47°08°19”0), Mata da Fazenda Experimental do Gloria — UFU (18°57°05’S,
48°12°20”0), Mata da Fazenda Sao José (18°51°39”S, 48°13°51”°0), Mata do Parque do Sabia
(18°54°33”S, 48°13°48”0) e Mata do Parque Municipal Victorio Siquierolli (18°52°24”S,

48°17°0770).

Coleta de dados
As aves foram capturadas com redes de neblina durante quatro dias por campanha

entre junho de 2013 e novembro de 2019, totalizando quatro campanhas em cada estacao



(seca e chuva) por area. Apos a captura, as aves foram marcadas com anilhas de metal
(CEMAVE / Padrao ICMBIio Projeto 3730, Registro 359076). Em seguida, foram realizadas
coletas de sangue com agulhas descartaveis (0,8x0,3 mm) inseridas na veia metatarsica dos
individuos capturados (SISBIO/ICMBio — Autorizagdo: 44901). O sangue foi gotejado
diretamente em laminas para a confecgdo dos esfregacos sanguineos e identificados com o
numero da anilha da ave correspondente.

Os esfregacos sanguineos foram fixados em metanol (BAESSE et al., 2015, 2019;
SCHMID, 1976), corados com solu¢cdo de GIEMSA 5% e tampao fosfato (BAESSE et al.,
2015, 2019; PALHARES; GRISOLIA, 2002), lavados com &gua destilada, secos a
temperatura ambiente.

As aves renovam os eritrocitos em um periodo de 25 a 45 dias (JONES, 2015), sendo
assim, os individuos que foram recapturados ap6s o intervalo de no minimo 45 dias tiveram
os esfregacos analisados, sendo cada recaptura considerada uma nova unidade amostral. Para
a analise dos esfregagos foi considerada as espécies que tiveram no minimo cinco individuos
em pelo menos uma das areas de estudo. Além disso, as amostras provenientes de individuos
com mudas e/ou infec¢des por ectoparasitas foram descartadas, evitando a influéncia desses
aspectos nas células sanguineas.

As laminas foram analisadas seguindo o modelo zig-zag com auxilio de microscopio
otico (Nikon Eclipse E200) com objetiva de 100x (BAESSE et al., 2019; GONCALVES et
al., 2020). Para andlise da quantidade e dos tipos de ANE’s foi feita a observagdao de 5000

eritrocitos por individuo.

Andlises estatisticas
A quantidade e os tipos de ANE’s por espécie foram submetidos a uma Analise de

Componentes Principais (ACP) para ordenar as espécies em funcao da sua susceptibilidade a



desenvolver anomalias eritrocitarias e avaliar as relagdes entre os tipos de anomalias. Para a
ACP, a quantidade de ANE’s foi previamente transformada em logaritmo, usando a
transformagao log(x+1). Os dados também foram previamente padronizados para que todas as
variaveis tivessem o mesmo peso na analise, escolhendo a opgao de usar matriz de correlagao.
Para avaliar as relagdes indicadas pela ACP entre os tipos de ANE’s foram construidos
graficos de dispersao e calculados os coeficientes de correlagao linear de Pearson.

Para verificar a existéncia de grupos de espécies com susceptibilidade semelhante para
desenvolver ANE’s foi realizada uma Analise de Agrupamento (Cluster), utilizando a medida
de distancia Bray Curtis entre pares de espécies e UPGMA como método de agrupamento.

Os dados foram analisados estatisticamente por meio do software R (R Development
Core Team 2019), sendo as analises conduzidas em nivel de significancia de p <0,05 (ZAR,

2013).

RESULTADOS

Foram analisadas 886 amostras de 11 espécies da Ordem Passeriformes (Antilophia
galeata, Basileuterus culicivorus, Conopophaga lineata, Corythopis delalandi, Eucometis
penicillata, Lathrotriccus euleri, Leptopogon amaurocephalus, Mpyiothlypis flaveola,
Tolmomyias sulphurescens, Turdus leucomelas, Turdus rufiventris), sendo que 444 amostras
(50,2%) apresentaram pelo menos algum tipo de alteracdo na morfologia do nucleo do
eritrocito e 442 (49,8%) nenhum tipo de anomalia. Destas 444 amostras, 178 (40,1%) tinha
apenas um tipo de ANE’s e 266 (59,9%) apresentaram mais de um tipo.

As ANE’s registradas foram: célula binucleada, eritroplastideo, ntcleo deslocado,
niicleo entalhado, constri¢io assimétrica, constricdo simétrica e nicleo multilobulado' (Figura

1). Dentre as 444 amostras com ANE’s, foram observados 999 eritrocitos com algum tipo de

1 As terminologias usadas para nomear as ANE’s foram baseadas nos estudos de Clark (2014) e Souza et al.
(2017).



anomalia, sendo que o nucleo deslocado foi o tipo mais abundante (n= 484; 48,45%); ao
contrario do nucleo multilobulado que foi registrado apenas quatro vezes (Tabela 1). Célula
binucleada, nucleo entalhado e nicleo deslocado foram as anomalias observadas em todas as
espécies e nucleo multilobulado apenas em quatro espécies, a saber: 4. galeata, E. penicillata,

L. amaurocephalus e T. sulphurescens (Tabela 1).



FIGURA 1: Representacdes: imagens com setas (1* coluna) e esquemas (2 coluna) de eritrdcitos e
tipos de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) em aves capturadas em ambientes florestais do
Cerrado brasileiro: A- eritrécito com nucleo ovoide (normal); B- nucleo deslocado; C- nucleo

entalhado; D- eritroplastideo.



FIGURA 1 (continuagdo): Representacdes: imagens com setas (1* coluna) e esquemas (2 coluna) de
eritrocitos e tipos de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) em aves capturadas em ambientes
florestais do Cerrado brasileiro: E- constricdo assimétrica; F- constricdo simétrica; G- célula

binucleada; H- nticleo multilobulado.
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TABELA 1: Andlise quantitativa dos tipos de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) em

Passeriformes capturados em ambientes florestais do Cerrado brasileiro.

Tipos de Anomalias Nimero de eritrécitos com Porcentagem de
Nucleares Eritrocitarias anomalia (%) espécies com anomalia
Constricao assimétrica 89 (8,91) 91%

Célula binucleada 61 (6,11) 100%
Constricao simétrica 79 (7,91) 91%
Eritroplastideo 118 (11,81) 91%

Nucleo entalhado 164 (16,42) 100%

Nucleo multilobulado 4 (0,40) 36%

Nucleo deslocado 484 (48,4) 100%

TOTAL 999 11

A Anadlise de Componentes Principais (ACP) foi efetiva em ordenar as espécies,
conforme o grau de susceptibilidade a apresentar ANE’s, ao longo do gradiente representado
pelo primeiro componente principal (eixo 1), sendo 4. galeata a mais susceptivel e L. euleri a
menos. O primeiro eixo da ACP explicou sozinho 81,66% da variancia e o segundo eixo
explicou 9,73% (Figura 2).

No grafico biplot dos dois primeiros eixos da ACP, com as espécies representadas
como pontos e as variaveis (tipos de anomalias) como vetores, também foi possivel perceber
que os diferentes tipos de anomalias estdo correlacionados positivamente entre si (Figura 2). E
possivel perceber que as espécies com os menores nimeros de anomalias por amostras (L.
euleri, C. lineata, C. delalandi e T. rufiventris) ficaram do lado positivo do primeiro
componente principal e as demais ficaram do lado negativo, com a espécie 4. galeata no
extremo esquerdo (Figura 2).

Os tipos de ANE’s mais fortemente correlacionados com o primeiro componente

principal em ordem de importancia foram: constri¢do simétrica (r = -0,974), eritroplastideo (r
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=-0,970), nucleo deslocado (r = -0,968), ntcleo entalhado (r = -0,938), célula binucleada (r =
-0,906) e constrigao assimétrica (r = -0,881), todos correlacionados negativamente com esse
eixo (Figura 2).

A anomalia do tipo ntcleo multilobulado se correlacionou negativamente com o eixo 1
(-0,642) e positivamente com o eixo 2 (0,760), separando no segundo quadrante as espécies E.
penicillata, T. sulphurescens, L. amaurocephalus ¢ A. galeata, que foram as Unicas que

apresentaram esse tipo de anomalia (Figura 2).

Eu cometis‘penicillata

Tolmomyias_sulphurescens

e _
A .
Leptopggon_amaurocephalus ;
- :
@
£
@ 0 Lathrotriccus_euleri
o - .
x o
g Antilophia_galeata
Q M Conopophaga_lineata
c .
@
=
©
= o
® = T T A
° Corythopis_delalandi
= 5
ha
e}
R
™
M~ [To]
o) o
S T
N Turdus_rufiventris
< )
O
o .
Basileuterus_culicivorus
o - .
‘f _

Turdus_leucomelas
L]

Myiothlypi.s_ﬂaveola
[ | I I

-1 0 1 2

PCA1: 81.66% of total variance explained

FIGURA 2: Grafico biplot da Analise de Componentes Principais, evidenciando as variaveis (tipos de
Anomalias Nucleares Eritrocitarias -ANE’s- em Passeriformes capturados em ambientes florestais do
Cerrado brasileiro) de acordo com a sua importancia nos dois primeiros eixos. Legenda: CA-
constricdo assimétrica; CB- célula binucleada; CS- constri¢do simétrica; NE- nacleo entalhado; ER-

eritroplastideo; NL- niicleo multilobulado; NM- nucleo deslocado.

Os graficos de dispersdo e os coeficientes de correlagio de Pearson indicaram a
existéncia de correlacdo linear entre os pares de tipos de ANE’s (Figura 3), sendo que valores
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dos coeficientes da correlagdo foram altos e significativos, com exce¢ao da anomalia ntcleo

multilobulado, que apenas se correlacionou com o tipo constri¢ao simétrica.
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FIGURA 3: Graficos de dispersdo e coeficientes de correlagdo linear de Pearson referentes as relagdes
entre os tipos de Anomalias Nucleares FEritrocitarias -ANE’s- em Passeriformes capturados em
ambientes florestais do Cerrado brasileiro. Legenda: CA- constrigdo assimétrica; CB- célula
binucleada; CS- constricdo simétrica; NE- nucleo entalhado; ER- eritroplastideo; NL- nucleo
multilobulado; NM- nucleo deslocado. O * indica significancia estatistica, sendo *: p<0,05; **:

p<0,001 e ***: p<0,0001. O retdngulo vermelho indica auséncia de significancia estatistica: p>0,05.

A partir do dendrograma da Analise de Agrupamento foi possivel identificar trés

grupos de espécies de acordo com a similaridade na propor¢do de amostras com ANE’s
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(Figura 4): O primeiro grupo foi formado por uma Unica espécie: A. galeata; o segundo grupo
foi formado por: T. rufiventris, E. penicillata, T. sulphurescens, L. amaurocephalus, B.
culicivorus, M. flaveola e T. leucomelas) e o terceiro grupo, pelas espécies L. euleri, C.

lineata e C. delalandi.
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FIGURA 4: Dendrograma da Analise de Agrupamento de trés grupos, delimitados em retangulos

vermelhos, de espécies de Passeriformes capturados em ambientes florestais do Cerrado brasileiro.

DISCUSSAO
Identificar e descrever a ocorréncia de danos nos nucleos de eritrocitos dos animais,
pode fornecer informagdes relevantes a respeito do potencial impacto de fatores ambientais

em populagdes naturais (BAOS et al., 2006). A utilizacdo de ensaios com ANE’s tem se
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mostrado confidvel para diferentes espécies de vertebrados, especialmente para aves
(GONCALVES et al., 2020; MAS et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2020; SANTOS et al.,
2017; SOUZA et al., 2017). Gongalves et al. (2020), em um estudo em cinco fragmentos de
diferentes tamanhos e com diferentes interferéncias antropicas, observou diferenca na
quantidade da anomalia do tipo eritroplastideos entre as areas, sendo maior em locais
proximos ao ambiente urbano.

Entre as ANE’s registradas nesse estudo, o tipo nucleo deslocado esteve presente em
grande parte dos eritrocitos analisados, uma situacdo rara, porém ja relatada na literatura
(SOUZA et al. 2017). A identificacdo desse tipo de alteragdo ocorre pela visualizagdo do
nucleo rotacionado ou deslocado do centro da célula, em virtude de danos em estruturas, tais
como microtubulos, microfilamentos e/ou filamentos intermediarios, durante a formacao
celular (SOUZA et al. 2017; MESAK et al. 2019). Souza et al. (2017) observaram, em um
teste experimental, um maior nimero de eritrocitos com nucleos deslocados em periquitos
australianos que foram expostas aos efluentes tratados com curtume, confirmando a hipdtese
de que poluentes podem causar efeitos citotdxicos nas células sanguineas dos animais.

A segunda lesdo mais encontrada foi o tipo ntcleo entalhado, descrita por Carrasco et
al. (1990), em um estudo com peixes coletados em areas poluidas da costa da California,
como sendo fendas que se estendem para dentro do envoltério nuclear. Esse tipo de anomalia
esteve presente em 74% dos individuos analisados de Passeriformes de uma area protegida na
Argentina, sendo o primeiro registro para esse grupo, confirmando a possibilidade dessa
anomalia ser usada como biomarcador de danos genéticos e os registros obtidos serem
referéncias para aves adultas, uma vez que os poluentes antropogénicos nessa regiao sao
considerados ausentes ou escassos (QUERO et al. 2016).

A anomalia do tipo eritroplastideo, terceiro tipo mais registrado no nosso estudo, foi

descrita por Lucas e Jamroz (1961) como sendo a auséncia de ntcleo nos eritrdcitos. Tal lesao
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também foi registrada por Clark et al. (2013) em 24 espécies de aves de 10 ordens, incluindo
Passeriformes. No entanto, nenhum historico ou dados clinicos referentes aos individuos
analisados estavam disponiveis para possiveis comparacdes ¢ inferéncias acerca da presenca
desse tipo de ANE. Além disso, Gongalves et al. (2020) observaram a presenca de
eritroplastideo em individuos de Antilophia galeata capturados em areas florestais do Cerrado
brasileiro, sendo que as areas proximas ao ambiente urbano e com baixa qualidade do ar
apresentaram maiores quantidades desse tipo de lesdo, sugerindo o potencial de uso desta
anomalia como biomarcador de estresse ambiental.

As alteragdes do tipo constricdo assimétrica e simétrica foram definidas por Carrola et
al. (2014), pela presenca de um nucleo na forma de uma ampulheta com uma constri¢ao, de
tamanhos diferentes ou com partes do mesmo tamanho, respectivamente, em um estudo com
peixes em ecossistemas com diferentes gradientes de polui¢do. Em aves, a anomalia
constricdo assimétrica foi o tipo evidenciado com maior frequéncia em codornas japonesas
(Coturnix japonica) expostas ao composto abamectina (FARIA et al., 2018), confirmando o
potencial citotoxico do pesticida.

As células binucleadas, observadas por Jindal e Verma (2015) em um estudo
experimental com peixes, sdo caracterizadas pela presenca de dois nucleos principais,
separados ou em contato, dentro de uma tnica célula, podendo ter tamanho e intensidade de
coloragdao semelhantes. Em um estudo com aves capturadas, em uma reserva argentina de 46
mil de hectares entre os Andes e o Oceano Atlantico, esse tipo de anomalia, juntamente com o
tipo nucleo entalhado, foi registrada em menor frequéncia (QUERO et al., 2016). Segundo
esses autores, tal situacdo representa uma forma de determinar os valores de referéncia para
algumas espécies de Passeriformes que também sdo encontradas em ambientes impactados
pelo ser humano, possibilitando o uso desse tipo de ANE como técnica de avaliacdo da

qualidade do ambiente. Na mesma direcdo, Souza et al. (2017) observaram, em um estudo
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experimental com periquito australiano, a presenga de um aumento significativo de células
binucleadas, além de outros tipos como constricdo simétrica e assimétrica, em machos e
fémeas expostas a poluigdo por efluentes de industrias de curtume, confirmando a influéncia
de compostos toxicos na estabilidade do DNA.

A anomalia nucleo multilobulado, descrita por Jindal e Verma (2015) pela presenca de
varias evaginagdes no envoltorio nuclear, foi a alteragdo com menor quantidade de registro,
contrariando as observagdes de Santos et al. (2017). Em um estudo com Ciconia ciconia e
Ardea cinerea, esses autores observaram que esse tipo de alteragdo foi a mais frequente,
correspondendo a taxas entre 74,5 e 86,1% das anomalias marcadas, o que poderia estar
relacionado a uma possivel exposicao a estressores abidticos (como produtos quimicos
disponiveis na agua), provocando lesdes no nucleo do DNA dos eritrdcitos.

A existéncia de correlacdo linear entre os pares de tipos de ANE’s registrados em
nosso estudo pode ser explicada pelo processo de formagao e desenvolvimento das anomalias.
A formagdao de anomalias nos eritrocitos ocorre no momento da divisdo celular, sendo
resultado da quebra de cromossomos tanto em situacdes de ma segregacao destes quanto em
lesdes ndo reparadas ou mal reparadas (GUILHERME et al., 2008; SERRANO-GARCIA;
MONTERO-MONTOYA, 2001; STOIBER et al., 2004). Além disso, alguns autores apontam
que as ANE’s, como constri¢cdes simétrica e assimétrica, niicleo entalhado, ntcleo deslocado
e nucleo multilobulado podem ser precursoras de micronucleos (MESAK et al.,, 2019;
SHIMIZU et al., 1998; SHIMIZU; SHIMURA; TANAKA, 2000) ou de células binucleadas
(MESAK et al., 2019).

No estudo de Quero et al. (2016), com algumas espécies de aves capturadas em uma
reserva na Argentina, foi relatada uma correlag@o entre microntcleo e nucleo entalhado. Além
disso, em estudos experimentais com peixes, alguns autores (JINDAL; VERMA, 2015)

relataram uma relagdo entre a frequéncia de micronucleo e diferentes tipos de anomalias,
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como nucleos entalhados. Esses estudos sugerem que o mecanismo de formacao de um tipo
de anomalia pode estar relacionado com a presenca de outras alteragdes nucleares (QUERO et
al., 2016), apesar dos mecanismos de formagao das anomalias ainda ndo serem totalmente
explicados (AZEVEDO; BRAGA; RIBEIRO, 2012; OLIVEIRA et al., 2020). Portanto, a
analise quantitativa de ANE’s, sem especificar o tipo, se demostrou um método eficaz, uma
vez que a maioria tipos de lesdes apresentaram uma forte correlacdo, exceto nucleo
multilobulado.

A ordenacdo e o agrupamento das espécies de aves, conforme o grau de
susceptibilidade e a similaridade na propor¢ao de amostras com anomalias, provavelmente
estdo relacionados a influéncia de fatores intrinsecos (espécie, comportamento migratorio,
dieta, abundancia) ou extrinsecos (habitat, altitude), além de possiveis poluentes no ambiente
(BAESSE et al., 2019; QUERO et al., 2016; SILVEIRA et al., 2021). Diversos estudos com
aves analisaram diferencas na quantidade de alteracdes nucleares (QUERO et al., 2016;
SANTOS et al., 2017), indicando que esses nimeros podem variar dependendo da espécie a
ser analisada.

Antilophia galeata foi a espécie que apresentou alta susceptibilidade a desenvolver
ANE’s, ficando em um grupo separado das demais. E uma espécie dependente de ambiente
florestal (MANHAES; LOURES-RIBEIRO, 2011), com baixa capacidade de se deslocar em
areas abertas (ANCIAES; MARINI, 2000; HANSBAUER et al., 2008), ficando restrita ao
fragmento de origem. Além disso, ¢ encontrada tanto em ambientes conservados (MARCAL-
JUNIOR et al., 2009) quanto em locais com algum tipo de alteracdo antrépica (SILVA;
MELO, 2011; BAESSE et al., 2015, 2019; GONCALVES et al., 2020), ocupam areas de vida
maiores que 20ha durante a reproducao, sendo capaz de se reproduzir em diferentes tipos de
habitat e inclusive em ambientes com distarbios (MARCAL; LOPES, 2019). Portanto, ¢

possivel que essas caracteristicas contribuam para a alta susceptibilidade em apresentar
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elevado numero de ANE’s, distinguindo-a dos outros grupos, corroborando para o uso como
modelo em estudos de biomonitoramento.

Turdus rufiventris, Eucometis penicillata, Tolmomyias sulphurescens, Leptopogon
amaurocephalus, Basileuterus culicivorus, Myiothlypis flaveola e Turdus leucomelas
formaram um mesmo grupo. Sao espécies que apresentam o habito de ficar no sub-bosque do
interior da floresta, forrageando em estratos baixos (serrapilheira) (MARINI;
CAVALCANTI, 1993; SAZIMA; D’ANGELO, 2011); com excecao de T. leucomelas, T.
sulphurescens e L. amaurocephalus que também podem, ocasionalmente, ocupar estratos
florestais superiores de acordo com a disponibilidade de itens alimentares no ambiente
(VOGEL; ZAWADZKI; METRI, 2011). Sendo assim, essas espécies exploram micro-
habitats similares e consequentemente ficam expostas as mesmas condigdes, como
concentracdo de gases poluentes, o que pode contribuir para a similaridade na proporcao de
amostras com anomalias.

Lathrotriccus euleri, Corythopis delalandi e Conopophaga lineata pertencem ao
mesmo grupo, sendo que aspectos referentes aos hdbitos alimentares podem explicar tal
agrupamento. Em relagdo a alimentacdo, sdo insetivoras, forrageando na serrapilheira ou com
voos curtos nas folhagens (LIMA; MANHAES, 2017; MONSERRAT et al., 2007), ficando
expostas de forma similar a acdo de compostos toxicos durante o processo de
biomagnificacdo ao longo da cadeia alimentar e de gases poluentes na atmosfera, o que pode
estar relacionado a similaridade na propor¢do de amostras com ANE’s.

Lathrotriccus euleri, C. delalandi, C. lineata e T. rufiventris apresentaram menor
susceptibilidade ao desenvolvimento de anomalias. No estudo, foram as espécies que tiveram
menor nimero de amostras. Silveira et al. (2021) chamam a aten¢do para o fato de que isso

pode ser um reflexo das particularidades fisiologicas das espécies cujo numero de amostras ou
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células necessarias para encontrarmos valores significativos de ANE’s podem ser muito
maiores do que o analisado no estudo.

O biomonitoramento com populacdes de aves por meio da analise de ANE’s ¢
relevante para a gestdo da qualidade ambiental, uma vez que as aves sdo extremamente
sensiveis a mudancas no ambiente (QUERO et al., 2016; BAESSE et al. 2019). No entanto,

mais estudos com ANE’s em aves brasileiras devem ser realizados.

CONCLUSAO

Dentre os 11 tipos de anomalias nucleares eritrocitarias observadas em outros estudos
com aves, tanto em ambiente natural quanto em testes experimentais, registramos sete tipos:
célula binucleada, eritroplastideo, nucleo deslocado, ntcleo entalhado, constrigdo assimétrica,
constri¢do simétrica e nlicleo multilobulado. O nucleo deslocado foi o tipo de anomalia mais
abundante nas amostras enquanto o nicleo multilobulado foi observado apenas quatro vezes e
em quatro espécies.

Além disso, foi observada a existéncia de correlagdo linear entre os pares de tipos de
ANE’S, com excecdo da anomalia nicleo multilobulado. A evidéncia de correlagcdo entre as
alteragdes nucleares eritrocitarias pode estar relacionada com o mecanismo de formagdo e
desenvolvimento de anomalias e permite que estudos futuros possam quantificar essas
anomalias sem a necessidade da identificacao de diferentes tipos.

A ordenacgdo e o agrupamento das espécies de aves indicaram que as populacdes de
Antilophia galeata, FEucometis penicillata, Tolmomyias sulphurescens, Leptopogon
amaurocephalus, Basileuterus culicivorus, Myiothlypis flaveola € Turdus leucomelas podem
ser utilizadas no biomonitoramento por meio da analise de ANE’s, uma vez que foram
espécies mais susceptiveis de apresentarem anomalias. No entanto, vale ressaltar que para

essa analise € importante incluir outros aspectos, tais como: qualidade do ambiente, habitat,
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numero de células, amostras e comportamento das espécies investigadas, na tentativa de
elucidar possiveis causas ou relagdes referentes a presenca ou auséncia de alteracdes ou danos
no DNA.

O presente estudo pode ser um ponto de partida para investigagdes futuras a partir do
uso de anomalias como biomarcador, na medida em que registrou diferentes tipos de
alteragdes no nucleo dos eritrécitos de aves selvagens, além de correlagdes entre tais
anomalias. Trata-se do primeiro relato descritivo para algumas espécies de aves encontradas

em ambientes florestais do Cerrado brasileiro.
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CAPITULO 2

EFEITOS DA QUALIDADE DO AR NA OCORRENCIA DE ANOMALIAS
NUCLEARES ERITROCITARIAS EM AVES DO CERRADO BRASILEIRO
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Resumo

O processo de urbanizagdo e a expansdo de areas de cultivo agricola impactam na qualidade
do ar na medida em que provocam um acumulo de poluentes, afetando os seres vivos. Para
entender os efeitos dos poluentes no ambiente utilizam-se técnicas de biomonitoramento,
como a analise de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) em aves. O objetivo desse
estudo foi analisar a quantidade ANE’s em aves de ambientes com diferentes niveis de
qualidade do ar, testando a hipotese de que individuos encontrados em locais com maior
exposicao a poluicao atmosférica apresentam maiores quantidades de ANE’s. Para isso foram
realizadas capturas de aves durante os meses de junho de 2013 a novembro de 2019, em seis
areas de florestas estacionais semideciduais do Cerrado Mineiro. As areas foram classificadas
em trés grupos, de acordo com o nivel de qualidade do ar. Apos as capturas, as aves foram
identificadas e marcadas com anilhas metélicas; em seguida, foi feita a coleta de sangue para
confec¢do de esfregagos sanguineos que foram analisados com o auxilio de microscopio
otico. Foram analisadas 633 amostras de cinco espécies da ordem Passeriformes, sendo 46,9%
das amostras apresentaram pelo menos uma célula com alguma ANE’s. A porcentagem de
amostras com ANE’s variou de 26,0% nos ambientes com boa qualidade do ar a 84,4% em
locais com méa qualidade do ar. O modelo de Regressdo de Poisson indicou que a quantidade
de ANE’s foi influenciada pelo nivel de qualidade do ar, sendo que as cinco espécies
estudadas exibiram um aumento na frequéncia de ANE’s com o aumento da taxa de
concentragdo de monoxido de carbono (CO). O nivel de qualidade do ar foi um previsor
estatisticamente significativo no desenvolvimento das anomalias, explicando 88% da variagao
entre os individuos amostrados. Esses resultados sugerem que estudos com anélises de ANE’s
podem ser uteis e valiosos para avaliar a qualidade ambiental, baseada em situagdes de

estresse, como no caso da polui¢do atmosférica.

Palavras-chave: alteracdes celulares; avifauna; polui¢dao atmosférica.
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Effects of air quality on the occurrence of erythrocyte nuclear abnormalities in birds

from the Brazilian Cerrado

Abstract

Urbanization and agriculture expansion change air quality due to the accumulation of
pollutants, which affects free living organisms. Biomonitoring techniques, such as the
analysis of Erythrocyte Nuclear Abnormalities (ENAs) are used to assess the effects of these
pollutants in birds. In this study, we aimed to assess the quantity of ENAs in birds from areas
with different levels of atmospheric pollution. Specifically, we tested the hypothesis that birds
from areas with higher concentration of air pollutants have also a higher number of ENAs.
For that purpose, we captured birds in six semideciduous forests from the Cerrado of the State
of Minas Gerais in Brazil, from June 2013 to November 2019. Each area was classified into
three groups according to its level of air quality. After they were captured, birds were
identified and tagged with metal bands; then, we collected blood to prepare blood smears,
which were assessed in optical microscope. We analyzed 663 blood samples from five species
of the order Passeriformes. Almost half (46.9%) of the samples had at least one cell with
ENA. The occurrence of ENAs varied from 26.0% in areas with good air quality to 84.4% in
areas with bad air quality. The Poisson Regression model showed that air quality was a good
predictor (88.0%) of the quantity of ENAs in birds’ cells, and all five species showed an
increase in the frequency of ENAs when the concentration of CO in the atmosphere was
higher. These findings indicate that studies of ENAs in birds may be useful to assess how
different human disturbances, such as atmospheric pollution, may affect environmental

quality.

Keywords: cell alterations; avifauna, atmospheric pollution.
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INTRODUCAO

O aumento das atividades antrdpicas, como a urbanizagdo e a expansdo de areas de
cultivo, tem ocasionado o acumulo de componentes quimicos potencialmente toxicos no
ambiente, impactando na qualidade do ar e, consequentemente, na vida como um todo
(BARKER; TINGEY, 1992; RAWAT; AGARWAL, 2015). Assim sendo, os organismos ¢ as
comunidades biologicas sdao afetados de diferentes formas, podendo ocorrer mutagoes,
alteracdo na diversidade ou extingdo de espécies da fauna e flora presentes nesses ambientes
(BAESSE et al., 2015; GONCALVES et al., 2020; RAWAT; AGARWAL, 2015; SANTOS et
al., 2017).

O uso de métodos de biomonitoramento ¢ uma op¢ao para entender os efeitos de
varios poluentes sobre os seres vivos (BAOS et al., 2006; FARIA et al., 2018; KOCH et al.,
2016; SILVEIRA et al., 2021). Segundo Markert, Breure e Zechmeister (2003), biomonitores
sdo organismos ou comunidade de organismos que possibilitam o acesso a informagdes sobre
os aspectos quantitativos da qualidade do ambiente. Os seres vivos podem ser classificados
como monitores por acumularem um ou mais elementos ou compostos provenientes do
ambiente, apresentando efeitos nas estruturas morfoldgica, histologica, celular; nos processos
metabolicos; no comportamento e/ou na estrutura populacional, e, consequentemente, podem
refletir o estado de conservagdo ou estresse de um ambiente (KOCH et al., 2016). Nesse
contexto, as aves podem ser utilizadas para fornecer informacgdes a respeito da qualidade dos
ecossistemas, uma vez que sdo encontradas em diferentes ambientes (BAESSE et al., 2015;
GONCALVES et al., 2020; QUERO et al., 2016; SILVEIRA et al., 2021).

As Anomalias Nucleares FEritrocitarias (ANE’s) sdo exemplos de biomarcadores
(medidas de parametros bioldgicos em consequéncia da interacdo entre o composto toxico € o
organismo) usados com frequéncia para avaliar o potencial efeito de xenobioticos (substancia
estranha ao organismo) em aves (GOMEZ-MEDA et al., 2006; GONCALVES et al., 2020;

MAS et al., 2015; QUERO et al., 2016; SILVEIRA et al., 2021; SOUTO et al., 2018). As
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ANE’s sao alteragdes genéticas, causadas por compostos toxicos (MAS et al., 2015) em
individuos que permanecem nos ambientes sob efeitos de agentes genotoxicos
(MITKOVSKA; CHASSOVNIKAROVA, 2020; SERRANO-GARCIA; MONTERO-
MONTOYA, 2001; SOUZA et al., 2017). O nucleo dos eritrocitos das aves auxilia na
producao de energia e nas atividades metabolicas da célula e a presenca de alguma anomalia
pode estar relacionada com doengas hematologicas, como anemia e hemoparasitismo € com a
presenca de compostos toxicos no sangue (CLARK; HUME; RAIDAL, 2013).

Dentre as ANE’s identificadas em aves tem-se: célula binucleada, eritroplastideo,
nucleo deslocado, ntcleo entalhado, constricdo assimétrica, constricdo simétrica e nucleo
multilobulado (CLARK; RAIDAL, 2014; QUERO et al., 2016; SOUZA et al., 2017). Quero
et al. (2016) registraram frequéncias significativas de nucleos entalhados, em Saltator
aurantiirostris € Columbina picui, no deserto central do Monte na Argentina. Souza et al.
(2017) em um estudo pioneiro com periquitos australianos registraram um maior nimero de
anomalias nucleares em machos e fémeas expostos ao poluente (efluente tratado com
curtume).

Desta forma, analisar a quantidade de ANE’s em aves de vida livre em ambientes com
diferentes graus de antropiza¢do pode representar uma importante estratégia para estudos de
biomonitoramento. Neste sentido, a hipotese do estudo foi de que aves encontradas em locais

com maior exposi¢ao a poluicao atmosférica apresentam maiores quantidades de ANE’s.

METODOLOGIA

Areas de estudo

O estudo foi realizado em seis areas de florestas estacionais semideciduais no Cerrado
brasileiro: Mata da Fazenda Agua Fria, Mata da Estagdo de Pesquisa e Desenvolvimento
Ambiental Galheiro, Mata da Fazenda Experimental do Gloria — UFU, Mata da Fazenda Sao

José, Mata do Parque do Sabid e Mata do Parque Municipal Victorio Siquierolli (Figura 1). A
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qualidade do ar foi determinada pela avaliagdo da taxa de concentragdo de monoxido de
carbono, medida em ppb (partes por bilhdo), para cada fragmento, disponivel na base de
dados do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais — INPE (INPE, 2020). Os fragmentos
foram classificados e agrupados em uma escala de 1 a 3, sendo: 1= boa qualidade do ar (0 a
250 ppb); 2= qualidade do ar moderada (250 a 500 ppb) e 3= ma qualidade do ar (500 a 750

ppb), conforme Gongalves et al. (2020).
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FIGURA 1: Mapa com a localizagdo das areas de estudo com diferentes niveis de qualidade do ar,
sendo que os circulos representam areas com boa qualidade do ar; os tridngulos as areas com

qualidade do ar moderada e os quadrados, ma qualidade do ar. Elaborado por: Vitor Carneiro de

Magalhaes Tolentino.
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Coleta de dados

As aves foram capturadas com redes de neblina durante quatro dias por campanha
entre junho de 2013 e novembro de 2019, totalizando quatro campanhas em cada estacao
(seca e chuva) por area. Apos a captura, as aves foram marcadas com anilhas de metal
(CEMAVE / Padrao ICMBio Projeto 3730, Registro 359076). Em seguida, foram realizadas
coletas de sangue com agulhas descartaveis (0,8x0,3 mm) inseridas na veia metatarsica dos
individuos capturados (SISBIO/ICMBio — Autorizagdo: 44901). O sangue foi gotejado
diretamente em laminas para a confeccdo dos esfregacos sanguineos e identificados com o
numero da anilha da ave correspondente.

Os esfregacos sanguineos foram fixados em metanol (BAESSE et al., 2015, 2019;
SCHMID, 1976), corados com solu¢dao de GIEMSA 5% e tampao fosfato (BAESSE et al.,
2019; PALHARES; GRISOLIA, 2002), lavados com 4agua destilada, secos a temperatura
ambiente.

As laminas foram analisadas seguindo o modelo zig-zag com auxilio de microscopio
otico (Nikon Eclipse E200) com objetiva de 100x (BAESSE et al., 2019; GONCALVES et
al., 2020). Para analise da quantidade de ANE’s foi feita a observagdo de 5000 eritrocitos por
individuo.

Os individuos que foram recapturados em um intervalo minimo de 45 dias foram
incluidos e tiveram os esfregacos analisados, sendo cada recaptura considerada uma nova
unidade amostral, isto porque as aves renovam 0s seus eritrocitos em um periodo de 25 a 45
dias (JONES, 2015). Para a andlise dos esfregacos foram consideradas as espécies que
tiveram um nimero minimo de cinco individuos amostrados em cada uma das areas de estudo
(QUERO et al., 2016) e que apresentaram susceptibilidade no desenvolvimento de ANE’s,
conforme observado no capitulo 1. As amostras provenientes de individuos com mudas de

penas e/ou infecgdes por ectoparasitas foram descartadas, afim de padronizar a amostragem.
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Portanto, cada amostra corresponde a 5000 eritrocitos analisados para cada individuo que

atendeu aos requisitos para inclusdo no universo amostral.

Anadlises estatisticas

Para as analises estatisticas foi considerado o nimero total de alteragdes por amostra,
sem distin¢ao entre os tipos de ANE’s, uma vez que foi observada a existéncia de correlacao
significativa entre os pares de ANE’s: cé¢lula binucleada, eritroplastideo, nucleo deslocado,
nucleo entalhado, constricdo assimétrica, constricdo simétrica e nucleo multilobulado,
conforme analises realizadas em estudo descrito no capitulo 1.

Para inspecionar a distribuicdo da variavel dependente (numero de ANE’s por
amostra) foi construido um histograma e aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Por meio do teste de Shapiro-Wilk foi possivel observar que o nimero de ANE’s por amostra,
conforme esperado para dados de contagem, ndo apresentou distribuicdo normal em nenhum
dos niveis de qualidade do ar.

Em seguida, foram feitas andlises exploratorias para avaliar a influéncia das variaveis
massa corporal, nivel de qualidade do ar e espécie na ocorréncia de ANE’s. A influéncia da
massa corporal foi investigada por meio do teste de Correlagdao de Spearman e a quantidade
de ANE’s por amostra em locais com diferentes niveis de qualidade do ar e nas diferentes
espécies de aves foi comparada usando o teste de Kruskal-Wallis.

Para analisar a variagdo no numero de ANE’s foram utilizados modelos lineares
generalizados com distribui¢do de Poisson (Regressdo de Poisson), uma vez que os dados
representam contagens. Os modelos foram ajustados sobre os dados agrupados, representados
pela soma do nimero de anomalias (varidvel resposta) por espécie e nivel de qualidade do ar e
as variaveis preditoras foram selecionadas por meio da analise dos desvios (deviance). Como
o numero de individuos variou entre as espécies amostradas, o logaritmo do niimero total de

individuos analisados em cada grupo foi utilizado como offset nos modelos (ZUUR; HILBE;
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LENO, 2013). Para construir ¢ comparar os modelos incluindo diferentes combinagdes das
variaveis preditoras, usamos as fungdes “glm” (especificando a familia “poisson”),
“summary” e “anova” (com o argumento test = “Chisq”), do R basico (R Development Core
Team 2019), sendo as analises conduzidas em nivel de significancia de p <0,05 (ZAR, 2013).
A partir do modelo de Regressao de Poisson (selecionado a partir do critério AIC -
Critério de Informacgdo de Akaike), foi calculada a estatistica pseudo-R? (R?>=1—desvio do
modelo ajustado/desvio do modelo nulo) e o Risco Relativo (RR(x)=e?*), conforme descrito
por Tadano, Ygaya e Franco (2009). A andlise grafica do ajuste do modelo foi realizada
plotando: (1) os desvios residuais em func¢do dos valores ajustados, sendo que os desvios
devem ficar o mais proximo possivel de zero no intervalo entre -2 e 2, ¢ (2) os valores
observados da variavel resposta em relacdo aos valores ajustados pelo modelo, conforme

Tadano, Ugaya e Franco (2009).

RESULTADOS

Foram analisadas 633 amostras de cinco espécies da ordem Passeriformes (Antilophia
galeata, Basileuterus culicivorus, Eucometis penicillata, Leptopogon amaurocephalus,
Mpyiothlypis flaveola), nas quais foram registradas 297 (46,9%) amostras com pelo menos uma
célula apresentando alguma ANE’s (Tabela 1). Todas as cinco espécies tiveram mais de 40%
das amostras com pelo menos algum tipo de anomalia, sendo que L. amaurocephalus e A.
galeata foram as espécies que apresentaram a maior porcentagem de amostras com ANE’s,
com 53,4% (47) e 48% (110), respectivamente (Tabela 1). A menor média do numero de
ANE’s por amostra foi de 0,757 (+1,942) em B. culicivorus e a maior, de 1,332 (+2,023), em

A. galeata (Tabela 1).
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TABELA 1: Porcentagem de amostras (%), valores das médias (X) e desvios padrio (DP) de

Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) em amostras de sangue de cada espécie de ave capturada

em ambientes florestais do Cerrado brasileiro.

Numero % de amostras X (DP) do niimero de
Espécie de com ANE’s (n) ANE’s por amostra

amostras
Antilophia galeata 229 48 (110) 1,332 (2,023)
Basileuterus culicivorus 107 42 (45) 0,757 (1,942)
Eucometis penicillata 82 45,1 (37) 1,256 (1,942)
Leptopogon amaurocephalus 88 53,4 (47) 1,273 (1,645)
Mpyiothlypis flaveola 127 45,7 (58) 0,968 (1,309)
Total 633 46,9 (297) 1,144 (1,718)

A porcentagem de amostras com ANE’s variou de 26,0% nos ambientes com boa

qualidade do ar a 84,4% nos ambientes com mé qualidade do ar, com média (desvio padrdo)

do niamero de ANE’s por amostra de 0,382 (0,798) nos locais com boa qualidade do ar e

2,700 (2,030) naqueles de ma qualidade (Tabela 2).

TABELA 2: Porcentagem de amostras (%), valores das médias (X) e desvios padrdo (DP) em amostras

de sangue de aves capturadas em ambientes florestais do Cerrado brasileiro com diferentes niveis de

qualidade do ar: 1=boa qualidade do ar; 2= qualidade do ar moderada; 3= m4 qualidade do ar.

Nivel de qualidade = Numero de Porcentagem de X (DP) do niimero de

do ar amostras amostras com ANE’s ANE’s por amostra
(n)

1 246 26,0 (64) 0,382 (0,798)

2 297 52,9 (157) 1,303 (1,815)

3 90 84,4 (76) 2,700 (2,030)
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Ao realizar as analises exploratorias nao foi encontrada correlagdo significativa entre a
biomassa das aves e a quantidade de ANE’s por amostra (r= 0,035; n= 633; p= 0,385), nem
diferencas significativas na quantidade de ANE’s por amostra entre as espécies (Kruskal-
Wallis chi-squared= 5,300; df = 4; p=0,258). No entanto, ao analisarmos as espécies
agrupadas, foi encontrada diferenca significativa entre a quantidade de ANE’s por amostra em
aves capturadas em ambientes com diferentes niveis de qualidade do ar (Kruskal-Wallis chi-
squared = 138,09; df = 2; p<0,001), sendo maior em locais com maiores concentragdes de

monoxido de carbono (baixa qualidade do ar) (Figura 2).
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FIGURA 2 (continuagdo): Comparagdo entre o numero observado de Anomalias Nucleares
Eritrocitarias (ANE’s) por amostras de sangue de aves (N = 633) capturadas em ambientes florestais
do Cerrado brasileiro com diferentes niveis de qualidade do ar (INPE) (1= boa qualidade do ar; 2=

qualidade do ar moderada; 3= baixa qualidade do ar).

O modelo de Regressao de Poisson indicou que a quantidade de ANE’s em amostras

de sangue de aves capturadas no Cerrado brasileiro foi influenciada pelo nivel de qualidade
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do ar (p < 0,0001), sem distingdo entre as espécies (p = 0,8311). As cinco espécies exibiram
um aumento na frequéncia de anomalias nucleares eritrocitarias com o aumento da taxa de
concentracdo de monoxido de carbono (Figura 3). O nivel de qualidade do ar ¢ um previsor
estatisticamente significativo no desenvolvimento dessas alteracdes em Passeriformes (Tabela
3), explicando 88% (R? = 1-7,053/58,34) da variagdo entre os individuos amostrados. Além
disso, foi observado que, nos ambientes com os niveis de qualidade do ar 2 e 3, os
coeficientes de estimativa apresentaram valores positivos, sendo 0,709 e 1,1774,
respectivamente, indicando que em relagdo aos ambientes com nivel 1, houve um aumento na
frequéncia de altera¢des no nucleo dos eritrocitos (Tabela 3). O Risco Relativo de apresentar
ANE’s aumenta 2,03 vezes (RR = ¢%’%°) em locais com qualidade do ar moderada e 3,24

vezes (RR = e"!"7*) em locais com mé qualidade do ar.
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FIGURA 3: Variagdo no nimero de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) em amostras de
sangue de cinco espécies de aves capturadas em ambientes com diferentes niveis de qualidade do ar.
Espécies: A= Antilophia galeata (macho); B= Basileuterus culicivorus; C= Eucometis penicillata; D=
Leptopogon amaurocephalus, E= Myiothlypis flaveola. Qualidade do ar: 1=boa qualidade do ar; 2=
qualidade do ar moderada; 3= baixa qualidade do ar (INPE). Fotos das aves: Vitor Carneiro de

Magalhées Tolentino.
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FIGURA 3 (continuagdo): Variagdo no nimero de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) em
amostras de sangue de cinco espécies de aves capturadas em ambientes com diferentes niveis de
qualidade do ar. Espécies: A= Antilophia galeata (macho); B= Basileuterus culicivorus; C= Eucometis
penicillata; D= Leptopogon amaurocephalus, E= Mpyiothlypis flaveola. Qualidade do ar: 1=boa
qualidade do ar; 2= qualidade do ar moderada; 3= baixa qualidade do ar (INPE). Fotos das aves: Vitor

Carneiro de Magalhdes Tolentino.
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FIGURA 3 (continuagdo): Variagdo no numero de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) em
amostras de sangue de cinco espécies de aves capturadas em ambientes com diferentes niveis de
qualidade do ar. Espécies: A= Antilophia galeata (macho); B= Basileuterus culicivorus; C= Eucometis
penicillata; D= Leptopogon amaurocephalus, E= Myiothlypis flaveola. Qualidade do ar: 1=boa
qualidade do ar; 2= qualidade do ar moderada; 3= baixa qualidade do ar (INPE). Fotos das aves: Vitor

Carneiro de Magalhaes Tolentino.
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TABELA 3: Estimativas dos pardmetros do modelo log-linear de Poisson considerando a variagdo na
quantidade de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) em amostras de sangue de aves capturadas
em ambientes com diferentes niveis de qualidade do ar (2= qualidade do ar moderada; 3= baixa

qualidade do ar). *O nivel 1 foi tomado como fator de referéncia.

Estimativa Erro padrao Valor z p
Intercepto  (quantidade 1,3464 0,125 -10,77 2,0x10716
de ANE’s nos ambientes
com qualidade do ar 1)
Qualidade do ar*
2 0,709 0,1483 4,78 1,75x10°
3 1,1774 0,1697 6,94 3,93x10712
Grau de liberdade
Desvio nulo 58,34 14
Desvio residual 7,053 12
DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo a investigar a relagdo entre a qualidade do ar e a frequéncia
de ANE’s em células de aves silvestres do Cerrado brasileiro. Estudos correlacionando
animais silvestres e anomalias sdo escassos € em aves sdo praticamente inexistentes
(GOMEZ—MEDA et al., 2006; SANTOS et al., 2017; SCHILDERMAN et al., 1997). Silveira
et al. (2021) relatam que a maioria das investigacdes de alteragdes nucleares nos eritrocitos de
aves silvestres sdo focadas na analise de um tipo de anomalia, o micronucleo, além de serem
incipientes, com apenas seis estudos no Brasil, correspondendo a 2,87% da avifauna brasileira
investigada e 5,03% das aves do Cerrado. Apenas um estudo no Brasil analisou um outro tipo
de anomalia, o eritroplastideo, em aves silvestres (GONCALVES et al., 2020).

Além disso, grande parte dos estudos com ANE’s tem usado experimentos
laboratoriais com a oferta de compostos toxicos, como o de Gomez-Meda (2006) que

observou a inducdo de botdes nucleares, outro tipo de anomalia, em individuos de Aratinga

42



canicularis inoculados com uma substancia toxica, a mitomicina C; o de Hussain et al. (2012)
que mostraram o efeito da atrazina em doses mais altas em mudangas no nucleo dos eritrocito,
e o de Sampaio et al. (2019), que registrou um aumento no nimero de anomalias em células
sanguineas de Coturnix coturnix japonica expostas aos efluentes oriundos de industrias de
curtume.

No nosso estudo foram registradas 297 amostras com pelo menos algum tipo de
alteracdo nuclear, o que correspondeu a 46,9% das amostras, porcentagem similar a
encontrada em outras investigacdes com aves silvestres. Por exemplo, em um estudo,
realizado em quatro fragmentos florestais com distancias variadas em relagdo ao ambiente
urbano no Cerrado, foram encontradas um total de 369 amostras com microntcleo,
equivalente a 52% do total (BAESSE et al., 2019). Ja em uma pesquisa em nove fazendas de
café, inseridas no Cerrado mineiro, foi registrado quase 83% de espécies de aves com a
presenca de microntcleo (SOUTO et al., 2018). Sendo assim, apesar da maioria dos estudos
ficarem restritos a anélise de microntcleos, os resultados demostram a presenca de anomalias
em células sanguineas de aves silvestres.

A frequéncia de amostras com ANE’s variou entre os ambientes com diferentes niveis
de qualidade do ar, sendo maior nos locais mais poluidos. Baesse et al. (2015) relataram que
aves encontradas em fragmentos florestais do Cerrado préoximos a um ambiente urbano
apresentaram uma frequéncia de microntcleo seis vezes maior em comparacdo com
fragmentos distantes da influéncia urbana. Martinez-Haro et al. (2017), em um estudo com
coruja-buraqueira em trés municipios do México, registraram uma maior frequéncia de
micronucleos no ambiente com alteragdes antropicas. Além disso, Souto et al. (2018)
observaram uma frequéncia média de micronicleos quatro vezes maiores em aves

encontradas proximas as grandes fazendas de café quando comparadas as pequenas fazendas,
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devido a uma maior dispersao de pesticidas pulverizado de forma manual e/ou mecanica em
grandes areas de plantio.

A quantidade de anomalias nucleares, observadas nas amostras de sangue das aves
neste estudo, foi influenciada pelo nivel de qualidade do ar, sem distingao entre caracteristicas
intrinsecas das espécies, como biomassa. Diversos trabalhos com aves avaliam a diferencga no
numero de alteracdes em células em relacdo a espécie, indicando que este o numero pode
variar também de acordo com a guilda, a biomassa ou o estrato de forrageamento da espécie
(BAESSE et al., 2015, 2019; HUSSAIN et al., 2012; QUERO et al., 2016; SANTOS et al.,
2017; SILVEIRA et al., 2021; SOUTO et al., 2018). No entanto, em um estudo recente,
desenvolvido por Silveira et al. (2021), ndo foi observada diferenga no total de ANE’s entre
espécies e guildas de aves capturadas em diferentes ambientes, corroborando com as
observacoes do nosso estudo.

As populacgdes de Antilophia galeata, Basileuterus culicivorus, Eucometis penicillata,
Leptopogon amaurocephalus, Myiothlypis flaveola apresentaram média elevada de ANE’s em
ambientes com m4 qualidade do ar. Baesse et al. (2019) registraram um aumento no nimero
médio de eritrdcitos com micronticleos nas populacdes de A. galeata, B. culicivorus, E.
penicillata e M. flaveola capturadas em areas proximas a area urbana, demonstrando relagao
com a polui¢do do ar. As cinco populagdes analisadas no nosso estudo fazem parte da ordem
Passeriformes, com alimentagdo baseada, principalmente, em frutos e insetos e com habito de
forragear e deslocar pelo sub-bosque do interior dos fragmentos florestais (ANCIAES;
MARINI, 2000; MANHAES; LOURES-RIBEIRO, 2011; MARINI; CAVALCANTI, 1993;
PULGARIN-R et al., 2018). Nesse sentido, os dados apresentados no nosso estudo sugerem
que qualquer uma das espécies citadas pode ser usada como biomonitor da qualidade do

ambiente, por meio da andlise de ANE’s, uma vez que houve um aumento na frequéncia das
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anomalias associado ao aumento da taxa de concentracao de mondxido de carbono (baixa
qualidade do ar), independente da espécie.

O nivel de qualidade do ar foi responsavel por explicar 88% da variagdo de ANE’s
entre os Passeriformes analisados no estudo. As dareas classificadas com moderada e ma
qualidade do ar estdo proximas ou inseridas ao ambiente urbano, sendo que esses locais
tendem a ter maiores concentragdes de compostos toxicos no ar, como monoxido de carbono,
no ar devido aos gases liberados por veiculos automotores e industrias (SCHILDERMAN et
al.,, 1997). As aves sdo extremamente sensiveis as alteracdes ambientais (QUERO et al.,
2016), uma vez que apresentam a capacidade de acumularem ar nos sacos aéreos, o que
contribui para a absorcdo desses poluentes disponiveis no ambiente (BAESSE et al., 2019;
GONCALVES et al., 2020; GONZALEZ-ACEVEDO et al., 2016; SOUTO et al., 2018).
Sendo assim, substancias toxicas presentes nos ambientes mais poluidos podem ser
responsaveis pela maior frequéncia de ANE’s em aves silvestres, como micronucleos
(BAESSE et al., 2015, 2019; SILVEIRA et al., 2021; SOUTO et al., 2018) e eritroplastideos
(GONCALVES et al., 2020).

Mas et al. (2015) observaram ANE’s do tipo microntcleo, nucleo entalhado, nucleo
multilobulado, célula binucleada e botdo nuclear em trés espécies de pinguins na Antartica,
refletindo a exposi¢@o aos diversos fatores, como poluentes, gerando dano gendomico durante
a formacao dos eritrocitos. Gonzalez-Acevedo et al. (2016), em um estudo com a espécie
Columba livia, observaram que os individuos encontrados em pragas e parques urbanos do
M¢éxico apresentaram um aumento significativo no numero de micronucleos quando
comparados aos que ficaram isolados da polui¢do. Gongalves et al. (2020) observaram um
aumento na quantidade de eritroplastideos em uma espécie de ave endémica do Cerrado nos
fragmentos nas proximidades com o ambiente urbano, o que provavelmente esteve

relacionado a uma maior exposi¢ao aos poluentes atmosféricos. Em outros animais, como
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camundongos in vivo, também foi observado um aumento na frequéncia de microntcleos
quando expostos a polui¢ao do ar em ambiente urbano em comparagao aos roedores mantidos
no campo distante da cidade (SOARES et al., 2003).

Esses resultados sugerem que as ANE’s em animais em ambientes naturais,
especialmente nas aves, podem ser um biomarcador util e valioso para avaliagdo da qualidade

ambiental, baseada em situagdes de estresse, como no caso da poluigdo atmosférica.

CONCLUSAO

As aves capturadas em fragmentos florestais com qualidade do ar moderada ou ruim
apresentaram mais ANE’s do que as de em ambientes classificados com boa qualidade do ar.
Nao houve distingdo de respostas entre as espécies analisadas (Antilophia galeata,
Basileuterus culicivorus, Eucometis penicillata, Leptopogon amaurocephalus, Myiothlypis
flaveola), o que torna todas as espécies analisadas aptas a serem utilizadas no
biomonitoramento ambiental por meio da analise de ANE’s. A qualidade do ar ¢ uma variavel

que explica alteracdes na quantidade de anomalias nucleares nos eritrocitos.
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APENDICES

Apéndice 1: Dados agrupados conforme usados nos modelos lineares generalizados.

Espécies Numero total Qualidade Numero de
de ANE’s do ar individuos
Antilophia galeata 17 1 57
Antilophia galeata 72 2 147
Antilophia galeata 21 3 25
Basileuterus culicivorus 17 1 50
Basileuterus culicivorus 25 2 53
Basileuterus culicivorus 3 3 4
Eucometis penicillata 5 1 30
Eucometis penicillata 20 2 36
Eucometis penicillata 12 3 16
Leptopogon amaurocephalus 12 1 42
Leptopogon amaurocephalus 13 2 22
Leptopogon amaurocephalus 22 3 24
Myiothlypis flaveola 13 1 67
Mpyiothlypis flaveola 27 2 39

Myiothlypis flaveola 18 3 21




Apéndice 2: Graficos das analises de residuos.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DO TEMPO DE EXPOSICAO DA POLUICAO ATMOSFERICA NA
FREQUENCIA DE ANOMALIAS NUCLEARES ERITROCITARIAS EM
CANARIOS-BELGA Serinus canaria (Linnaeus, 1758)
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Resumo

A poluicdo atmosférica, causada pela presenca de gases poluentes e material particulado
(MP), ¢ considerada um dos principais problemas ambientais podendo ocasionar alteragdes na
morfologia do nucleo celular, as chamadas Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s). O
objetivo desse estudo foi comparar a frequéncia de ANE’s de candrios-belga mantidos em
gaiolas em espacos na area urbana e rural, testando a hipotese de que os individuos da area
urbana apresentariam maior frequéncia de anomalias devido a uma maior exposi¢do a
poluicdo do ar. Para isso, foram realizados testes experimentais com candarios-belgas (Serinus
canaria) divididos em dois grupos, expostos por 120 dias a diferentes ambientes: grupo rural
(n=20) e grupo urbano (n=20). Os animais foram marcados com anilhas metalicas e, em
seguida, foi feita a coleta de sangue para confeccdo de esfregacos sanguineos que foram
analisados com auxilio de microscopio O6tico. A qualidade do ar nos ambientes foi
determinada pela medicdo de material particulado e concentracdo de monoxido de carbono
com o auxilio de um medidor de polui¢do portatil, sendo o ambiente rural um local de melhor
qualidade do ar em relagdo ao ambiente urbano. Foram avaliados 40 individuos de canarios-
belga em nove dias de coleta, sendo que nos 30 primeiros dias de experimento foi observada a
presenca de ANE’s nos candrios-belgas do grupo urbano. No grupo ambiente rural, houve
uma variacdo de 0 a 2 ANE’s por amostra, enquanto no grupo ambiente urbano foi de 0 a 28.
O modelo Distribuicdo Binomial Negativa indicou que quantidade de ANE’s foi influenciada
pelo tipo de ambiente, sendo maior nos animais do ambiente urbano quando comparados com
os do ambiente rural (p<0,001). Em relagdo ao tempo de exposi¢ao, no ambiente rural o
numero de ANE’s por amostra aumentou com o tempo de exposicao (p = 0,00611) e no
ambiente urbano houve uma tendéncia de queda com o tempo de exposi¢dao (p < 0,001).
Portanto, o teste experimental com canarios-belgas se mostrou eficaz para avaliar efeitos

genotoxicos da polui¢do do ar em um ambiente urbano.
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Palavras-chave: alteracdes celulares; aves; poluentes.
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Influence of air pollution and exposure time on the frequency of erythrocyte nuclear

abnormalities in the Atlantic canary (Serinus canaria - Linnaeus 1758)

Abstract

Air pollution, which is caused by the presence of pollutant gases and particulate matter (PM),
is considered one of the main environmental issues and it can cause alterations in the
morphology of the cell nucleus, a phenomenon called erythrocyte nuclear abnormalities
(ENAs). This study aimed at comparing the frequency of ENAs in captive Atlantic canaries
(Serinus canaria) which were kept in urban and rural areas. We hypothesized that individuals
in the urban area have a higher frequency of anomalies because they are exposed to higher
levels of air pollution. For that, we conducted experimental trials for 120 days with Atlantic
canaries divided into two groups (rural and urban) of 20 individuals each. Individuals were
first tagged with metal bands and then, we collected blood to prepare blood smears, which
were assessed in optical microscope. Air quality (i.e. PM and carbon monoxide concentration)
in the areas was quantified using a portable pollution meter. We found that air quality was
better in the rural areas than in the urban areas. We analyzed 360 blood samples from 40
individuals of the Atlantic canary, and the urban individuals showed ENAs in the first 30 days
of experiment. In the individuals from the rural group, we observed a variation of 0-2 ENAs
per sample, while in the urban group this variation was 0-28. The negative binomial
distribution model indicated that the quantity of ENAs was related to the type of area where
the experiment was conducted. Individuals from the urban areas had higher frequency of
ENAs than the rural ones (p<<0,001). The number of ENAs increased with the exposure time
in the rural individuals (p = 0,00611), while in the urban ones the number of ENAs decreased
(p <0,001). Therefore, our experimental trial with the Atlantic canaries was efficient to assess

the genotoxic effects of air pollution in the urban environment.

Keywords: cell alterations; birds; pollutants.
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INTRODUCAO

Os recursos naturais sofrem com a polui¢do em virtude do desenvolvimento da
industria e da agropecuaria e do aumento do nimero de pessoas no mundo (CORDUK et al.,
2018). A poluig¢ao atmosférica causada pela presenga de gases poluentes, como o mondxido
de carbono (CO) e de material particulado (MP) (particulas s6lidas ou liquidas suspensas no
ar) ¢ considerada um dos principais problemas ambientais nas ultimas décadas sendo que suas
concentragdes podem ser utilizadas para avaliar a qualidade do ar de uma determinada regiao
(BERINGUI et al., 2021).

A crescente preocupacdo suscitada pela poluicdo atmosférica estd relacionada aos
danos que os poluentes podem causar nos ecossistemas ¢ seres vivos (ALIMBA; BAKARE,
2016; BERINGUI et al., 2021). Em relagdo aos danos, os efeitos dos poluentes no ambiente
podem ocasionar alteracdes morfologicas e fisiologicas nas populagdes que permanecem nos
ambientes, como mutacdes; alteragdo da condigdo corporal; mudancas externas como a
assimetria flutuante; e alteragdes na morfologia do nucleo celular (BAESSE et al., 2015,
2019; GONCALVES et al., 2020; GONCALVES; MELO, 2021; QUERO et al., 2016;
SANTOS et al., 2017).

Em relagdo aos danos citogenéticos, varias técnicas tém sido utilizadas para monitorar
os efeitos dos poluentes em uma ampla gama de organismos tanto in vivo quanto in vitro,
como a analise de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) (GOMEZ-MEDA et al., 2006;
GONCALVES et al., 2020; MAS et al., 2015; QUERO et al., 2016; SILVEIRA et al., 2021).
A andlise de ANE’s consiste em detectar alteracdes na morfologia do nucleo de células
sanguineas de diferentes organismos (CORDUK et al., 2018; GONCALVES et al., 2020;
KURSA; BEZRUKOV, 2008; MAS et al., 2015; PEREIRA et al., 2014). Alguns estudos em
laboratdrios e na natureza registraram um aumento na frequéncia de ANE’s gerado por algum

tipo de poluente, em varios grupos animais, incluindo as aves (BAESSE et al., 2019;
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CORDUK et al., 2018; GONCALVES et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020; SAMPAIO et al.,
2019; SILVEIRA et al. 2021; SOARES et al., 2003).

As aves sdo consideradas modelos bioldgicos para estudar danos causados pela
poluicao atmosférica (BAESSE et al., 2019; QUERO et al., 2016; SCHILDERMAN et al.,
1997), uma vez que estdo presentes em praticamente todos os ecossistemas habitados pelos
seres humanos (STAHL JR, 1997; BONISOLI-ALQUATI, 2014), pertencem aos mais altos
niveis troficos nos ecossistemas, sendo capazes de acumular varios contaminantes ao longo
das cadeias ¢ teias alimentares (STONCIUS; LAZUTKA, 2003; KURSA; BEZRUKOV,
2007; SKARPHEDINSDOTTIR et al., 2010) e acumulam grandes volumes de ar, durante o
voo, absorvendo gases e particulas presentes na atmosfera (BAESSE et al., 2019).

Dentre as aves que sdo utilizadas em estudos experimentais para avaliar efeitos de
compostos poluentes, destacam-se os canarios. Historicamente, os canarios eram expostos a
concentragdes de metano em minas distribuidas no hemisfério norte para avaliar a qualidade
ambiental, sendo considerados sentinelas (KALISINSKA, 2019). No nosso estudo, foram
utilizados individuos de canario-belga (Serinus canaria - Linnaeus 1758), um pequeno
passeriforme com plumagem verde-amarelada e cinza claro, com asas longas e em diferentes
cores, que foi introduzido em vérias regides do mundo a partir do século XV e criado como
animal de estimacao, inclusive no Brasil (PARSONS, 1987; TAMURA et al., 2021).

O presente estudo teve como objetivo comparar a frequéncia de ANE’s de canarios-
belga mantidos em cativeiro na area urbana e rural, testando a hipdtese de que os individuos
da area urbana apresentaram maior frequéncia de anomalias devido a maior exposicao a

polui¢ao do ar.
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METODOLOGIA
Teste experimental*

Para a realizagdo do teste experimental foram utilizados individuos adultos de canério-
belga, obtidos a partir de um mesmo criadouro regulamentado. Os animais foram anilhados
para identificagdo e divididos em dois grupos, sendo: a) grupo ambiente rural (controle): com
20 individuos (10 machos e 10 fémeas) mantidos em duas gaiolas, com 10 individuos em cada
(5 macho e 5 fémeas), em um barracdo coberto na zona rural, no municipio de Araguari - MG;
b) grupo ambiente urbano (tratamento): com 20 individuos (10 machos e 10 fémeas) mantidos
em duas gaiolas, com 10 individuos em cada (5 macho e 5 fémeas), em uma area residencial
em um local de intenso fluxo de veiculos no municipio de Uberlandia - MG. Para prevenir
possiveis perdas por mortalidade foram colocados 20% a mais de individuos nos dois grupos.
Em seguida, os canarios foram colocados em uma quarentena de 15 dias para aclimatagdo aos
locais de realizagdo do experimento e foi realizada a verificagdo de acaros e carrapatos, sendo
que nenhum animal apresentou ectoparasitas.

As gaiolas foram protegidas contra animais, sol e chuva, sendo cobertas ao anoitecer e
descobertas ao amanhecer. Os canarios foram alimentados com alpiste comercial e agua
mineral ad libitum das mesmas marcas (SOARES et al., 2003), por um periodo continuo de
120 dias, durante os meses de maio a setembro de 2018. Foram coletadas amostras de sangue
dos candrios nos dias 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 dias a partir do inicio da exposi¢ao

para confeccdo de esfregagos sanguineos.

Confecgdo e andlise dos esfregacos sanguineos
Para a confec¢do dos esfregagos sanguineos, foram realizadas coletas de sangue com
agulhas descartaveis (0,8x0,3 mm) inseridas na veia metatarsica dos candrios. O sangue foi

gotejado diretamente em laminas para serem fixadas em metanol (BAESSE et al., 2015, 2019;

4 Autorizado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais - UFU (Protocolo n® 120/15).
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SCHMID, 1976; SILVEIRA et al. 2021), coradas com solu¢do de GIEMSA 5% e tampao
fosfato (BAESSE et al., 2019; PALHARES; GRISOLIA, 2002), lavadas com agua destilada,
secas a temperatura ambiente e marcadas com o numero da anilha correspondente.

Os esfregagos sanguineos foram analisados seguindo o modelo zig-zag com auxilio de
microscopio otico (Nikon Eclipse E200) com objetiva de 100x (BAESSE et al., 2019;
GONCALVES et al., 2020). Para andlise da quantidade de ANE’s foi feita a observacao de

5000 eritrocitos por individuo em cada coleta.

Qualidade do ar

A qualidade do ar nos ambientes rural e urbano foi determinada pela medigao de
material particulado (MP25) e concentracdo de mondxido de carbono (CO) com o auxilio de
um medidor de poluicdo portatil (AK898). O medidor ficou exposto nos dois ambientes
durante 30 minutos, por um dia no més de agosto de 2020, sendo que a cada um minuto era

registrada a concentracdo de MP2 5 e CO.

Andlises estatisticas

Para a classificacao dos ambientes foram realizados testes ¢ de Student com as médias
de MP,s5 e CO. Para as analises estatisticas foi considerado o nimero total de ANE’S
encontradas nas amostras de sangue, sem distin¢ao entre os tipos, uma vez que foi observada
a existéncia de correlacdo significativa entre os pares de ANE’s: célula binucleada,
eritroplastideo, nucleo deslocado, nucleo entalhado, constrigdo assimétrica, constricao
simétrica e nicleo multilobulado, conforme analises realizadas em estudo descrito no capitulo
1.

Para testar a hipotese de que o nimero de ANE’s encontradas nas amostras de sangue

de um determinado individuo ¢ afetado pelo tipo de ambiente e pelo tempo de exposicao,
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foram ajustados modelos lineares generalizados (GLM), considerando o ambiente (rural ou
urbano) como fator fixo, o tempo de exposi¢do como co-varidvel e a identificacdo dos
individuos como fator aleatorio. Como a varidvel resposta ¢ uma contagem, as distribui¢des
de probabilidades consideradas foram: Poisson e Binomial Negativa. A escolha entre elas foi
baseada no ajuste aos dados, avaliado por meio do teste de Kolmogorovi-Smirnov (KS); € no
ajuste do modelo, usando o desvio residual e o Critério de Informagdao de Akaike (AIC)
(ZUUR, 2013). Além disso, foram feitas analises exploratorias para avaliar a influéncia do
tempo de exposicdo e sexo na ocorréncia de ANE’s por meio de testes de Correlagdo de
Spearman. Todas as andlises foram realizadas utilizando o software R versdo 4.0.2 (R

Development Core Team, 2020) e nivel de significancia de p < 0,05 (ZAR, 2013).

RESULTADOS

O ambiente urbano apresentou uma concentracio de MP, s de 20,97 (£16,31) mcg/m°,
enquanto para o ambiente rural foi observado o valor de 9,42 (£6,36) mcg/m?. Em relacio ao
CO foi registrada uma média de 432,06 (+7,81) ppm no ambiente urbano e 382,84 (£3,63)
ppm no ambiente rural. Foi observado que as taxas de poluentes atmosféricos (CO e MP5)
diferiram estatisticamente (CO: t = 31,80, df = 60, p < 0,0001; MP25. t = 3,672, df = 60, p =
0,0005) sendo ambas menores no ambiente rural (CO: 382 + 3,63; MP2s: 9,41 + 6,36) ¢
maiores no ambiente urbano (CO: 432 + 7,81; MPys: 20,9 + 16,3). Sendo assim, nesse
contexto, o ambiente rural foi classificado como um local de melhor qualidade do ar em
relagdo ao ambiente urbano, por ter menores niveis de MP> s e CO.

Foram avaliados 40 individuos de canarios-belga em nove dias de coleta, totalizando
360 amostras de sangue analisadas. Nos 30 primeiros dias de experimento foi observado a
presenca de ANE’s nos canarios-belgas do grupo urbano (Figura 1), ao contrario dos animais

do grupo rural que ndo registraram nenhuma anomalia nesse mesmo intervalo de tempo
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(Tabela 1). No grupo ambiente rural, a média total de ANE’s por amostra de sangue (n=180)
foi de 0,33 (£0,40), com uma amplitude de 0 a 2 anomalias por amostra de sangue de
canarios-belgas; enquanto no grupo ambiente urbano (n=180), esses valores foram 8,47

(+4,96) e 0 a 28, respectivamente (Tabela 1).

TABELA 1: Valores das médias (X), desvios padrio (DP) e amplitude (range) do ntimero de
Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) por amostra de sangue de individuos de candrio-belga

expostos em diferentes periodos experimentais.

Tempo de
RURAL URBANO
exposicao (dias)
X (DP) Range X (DP) Range

0 0 0 13,90 (6,87) 0-28

15 0 0 10,30 (5,61) 2-21

30 0 0 9,70 (5,67) 0-26

45 0,60 (0,75) 0-2 8,15 (4,11) 1-15

60 0,70 (0,86) 0-2 6,60 (4,85) 0-15

75 0,65 (0,49) 0-1 6,10 (5,27) 0-22

90 0,60 (0,68) 0-2 8,35 (3,56) 1-16
105 0,30 (0,57) 0-2 9,50 (4,77) 2-19
120 0,15 (0,37) 0-1 3,70 (3,95) 0-12
0,33 (0,40) 0-2 8,47 (4,96) 0-28

TOTAL
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FIGURA 1: A) Individuo de canario-belga. B) Anomalia Nuclear Eritrocitaria (ANE), apontada pela

seta, registrada em canarios-belgas expostos ao ambiente urbano.

A quantidade de anomalias por amostra de sangue se correlacionou positivamente com
o numero de dias (tempo de exposi¢cdo) que os animais ficaram expostos (rs = 0,235; p =
0,0015; n = 180) para o ambiente rural e negativamente para o ambiente urbano (rs = -0,348;
p < 0,0001; n = 180). Portanto, para a constru¢do do modelo predizendo o nimero de ANE’s
por amostra de sangue foram considerados o tempo de exposi¢cdo, 0 ambiente e a interacao
entre esses dois fatores. A identificacdo dos individuos como fator aleatério nao foi incluida
no modelo final devido ao seu efeito reduzido. O sexo também ndo foi incluido no modelo
por ndo ter tido diferenca significativa entre machos e fémeas (p = 0,624).

O modelo linear generalizado (GLM) usando Distribuicdo de Poisson apresentou
superdispersdo, com o valor do parametro de dispersdo igual a 2,3. Sendo assim, foi ajustado
um segundo modelo usando Distribuicdo Binomial Negativa o qual se ajustou melhor aos
dados (KS: p =0.612; AIC = 1367) do que a Distribui¢do de Poisson (KS: p = 0,005; AIC =
1572,6). O parametro de dispersao do modelo usando Distribuicdo Binomial Negativa foi
aproximadamente 1 e o valor de theta foi 2,789.
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De acordo com o GLM Distribuicado Binomial Negativa, o tempo de exposicao
influenciou no nimero de anomalias de maneira distinta nos dois ambientes. No ambiente
rural, o nimero de ANE’s por amostra aumentou com o tempo de exposi¢ao (f1 > 0, p =
0,00611) (Tabela 2), se mantendo zero nos primeiros 30 dias e entre 0 e 2 nos demais (Figura
2). No entanto, no grupo ambiente urbano, apesar do nimero de anomalias por amostra atingir
valores maiores, com variagdo 0 e 28, houve uma tendéncia de queda com o tempo de
exposicdo (B3 <0, p <0,001) (Tabela 2; Figura 2). Quando a quantidade de ANE’s registradas
nos candrios-belgas do ambiente urbano foi comparada com as dos animais do grupo rural
houve diferenga significativa (B2 > 0, p < 0,001), sendo maiores no ambiente urbano (Figura
3; Tabela 2). O tempo de exposi¢io e o tipo de ambiente explicaram 70% (R* = 1-
357,99/1194,17) da variag@o no desenvolvimento de ANE’s em candrios-belgas (Tabela 2).

TABELA 2: Influéncia do tempo de exposicdo em dias e do tipo de ambiente (rural ou urbano) na
quantidade de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) em amostras de sangue de individuos de

canario-belga mantidos em ambientes rural e urbano.

Parametro  Estimativa Erro Valor z p
padrao

Intercepto (quantidade de Bo -1,775651  0,302747 -5,865 4,49x107
ANE’s no grupo 1)
Tempo B 0,010109  0,003687 2,742 0,00611
Ambiente urbano' B2 4252657 0316705 13,428 <2x10°'°
Tempo: Ambiente urbano! B3 -0,016252 0,003923 -4,143  3,42x107
Graus de liberdade
Desvio nulo 1194,17 359
Desvio residual 357,99 356

! Diferenga em relagdo ao ambiente rural.
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FIGURA 2: Variagdo no nimero de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) por amostra de
sangue (pontos) de individuos de canario-belga, em fun¢do do tempo de exposi¢do e curvas ajustadas
pelo modelo linear generalizado usando Distribuicdo Binomial Negativa para os dois ambientes

(ambiente rural e ambiente urbano).
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FIGURA 3: Variagdo no numero de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) por amostra de
sangue (n = 180) de individuos de canario-belga expostos em ambiente rural (n=20) e ambiente urbano

(n=20).

DISCUSSAO

As aves tém sido utilizadas para avaliar os efeitos genotoxicos nos ambientes devido
ao intenso processo de urbanizagao, sendo consideradas biomonitores (BAESSE et al., 2019;
GONCALVES et al., 2020). Em nosso estudo, verificamos que canarios-belgas, expostos em
um ambiente urbano com presenca de niveis maiores de monoxido de carbono e material
particulado do que em um ambiente rural, ja apresentaram ANE’s nos primeiros 30 dias do
teste experimental, além de uma variacdo de 0 a 28 anomalias por amostra de sangue. Soares
et al.,, (2003) registraram a presen¢a da alteragdo do tipo micronicleo em camundongos
expostos na cidade de Sdo Paulo ja nos primeiros 15 dias de exposi¢ao, com uma variacao de
1 a 8 alteracoes.

A poluicao atmosférica, causada pelo material particulado e gases poluentes, como o
caso do CO, ¢ considerada um dos principais problemas ambientais (BERINGUI et al., 2021).
As particulas contaminantes podem influenciar na quantidade de ANE’s registradas nos
canarios-belgas, uma vez que os animais do grupo ambiente urbano apresentaram maiores
médias de anomalias por amostras de sangue em relagdo aos expostos no ambiente rural.
Souto et al. (2018) relatam duas rotas principais de entrada de poluentes nos corpos das aves:
uma pelo sistema respiratorio e a outra por contaminacdo das penas (CEYCA CONTRERAS
et al. 2020; SANDERFOOT; HOLLOWAY, 2017) No caso do sistema respiratorio, ao
inalarem o material particulado e gases poluentes, os canarios absorvem os contaminantes nos
sacos aéreos, o que pode favorecer uma inducdo de anomalias no nucleo nos eritrocitos
devido ao contato (BAESSE et al., 2019; GONCALVES et al., 2020; SILVEIRA et al., 2021).

Portanto, a andlise de anormalidades eritrocitdrias se mostra como um dos principais métodos
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para detectar danos gendmicos relacionados a poluicao (BAESSE et al., 2019; BARBOSA et
al., 2013; GONCALVES et al., 2020; PEREIRA et al., 2014).

Corroborando com nosso estudo, Soares et al. (2003) detectaram diferenca
significativa entre os grupos de camundongo expostos em um local controle (menores niveis
de poluentes) e centro urbano (maiores niveis de poluentes) no estado de Sao Paulo, Brasil.
Tal situacdo também foi observada por Gonzalez-Acevedo et al. (2016), em um estudo no
México, no qual registraram um aumento significativo de microntcleos em células sanguineas
de pombos encontrados em parques e pragas quando comparados aos animais isolados da
poluicdo. Gongalves et al. (2020) registraram a presenca da anomalia, do tipo eritroplastideo
(eritrocito sem nucleo), em aves silvestres encontradas em locais préximos ao centro urbano
na cidade de Uberlandia, Brasil, com ma qualidade do ar. Em um estudo com Transdecantia
pallida foi registrado um aumento na frequéncia de micronucleos, ao longo de 10 anos, em
relagdo ao crescimento da frota de veiculos automotivos na cidade de Uberlandia, Brasil e
consequentemente dos niveis de poluentes no ambiente, uma vez que esses poluentes podem
ser absorvidos diretamente pelas plantas durante a fotossintese (RAI, 2016; BERINGUI et al.,
2021)

Em relagdo ao tempo de exposi¢do, houve um aumento no niimero de ANE’s por
amostra de sangue dos canarios-belgas do grupo rural, o que ndo era esperado. No entanto, ¢
importante analisar o tamanho do efeito nesse caso. Ferreira; Patino (2015) ressaltam que ¢
um equivoco interpretar um valor muito pequeno de p como uma significancia clinica
relevante. A observar o valor de p isoladamente (p=0,0061), no caso ANE’s/tempo de
exposicdo no ambiente rural, a atencdo ¢ desviada do tamanho do efeito, o que leva a
conclusao de que a diferenga ao longo dos dias de experimento ¢ altamente significante
(FERREIRA; PATINO, 2005). No entanto, ao analisar o impacto clinico, um aumento de

0,6% na quantidade de ANE’s, ao longo dos 120 dias de exposi¢ao, nos animais do grupo
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rural ¢ praticamente insignificante. Outro fator relevante ¢ que as ANE’s podem ocorrer de
forma espontdnea na presenca de certos estresses enddgenos ou exogenos, sendo que o
aumento na frequéncia, em comparacao com niveis de referéncia, pode ser indicador de
efeitos de genotoxicidade (MARTINEZ-HARO et al., 2017). Portanto, essa pequena variagdo
temporal nesse grupo pode ser explicada por outros fatores, como a sazonalidade e/ou
processos de envelhecimento das células sanguineas (SATO et al., 1995; DASS et al., 1997,
SOARES et al., 2003), sendo um possivel indicativo de valores basais de referéncias para
estudos posteriores.

Uma reducdo na frequéncia de ANE’s ao longo do tempo no grupo urbano pode
refletir na capacidade fisioloégica da espécie em produzir células alteradas em maior
quantidade ou remové-las em situagdes de estresse (GOMEZ-MEDA et al., 2006; QUERO et
al., 2016). As aves sao capazes de renovar os eritrocitos em um periodo de 25 a 45 dias
(JONES, 2015), sendo que esse processo pode ser questiondvel e alterado devido a outros
fatores. Além disso, tal situagdo pode ser um indicativo de que a poluicdo atmosférica parece
ter uma influéncia mais significativa no surgimento de anomalias do que o tempo de
exposicdo, ou seja, a presenga de poluentes em um curto periodo ja foi suficiente para induzir
a formacdo de ANE’s. Em um estudo realizado com morcegos, em Palmas, Brasil, foi
encontrada uma alta frequéncia de microntcleos em individuos capturados em uma ponte com
elevado fluxo de veiculos, como possivel consequéncia da poluicao atmosférica, sem analise
temporal (BORGES et al., 2019). Portanto, os resultados do nosso estudo sdo indicativos de
que a poluicdo atmosférica no ambiente urbano contribuiu para a indugdo de ANE’s em

canarios-belgas.
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CONCLUSAO

O teste experimental com candrios-belgas se mostrou eficaz para avaliar efeitos
genotoxicos da poluicdo do ar em um ambiente urbano, associado a exposi¢ao in vivo de
longa duragdo, uma vez que foram isolados outros fatores, como agua e alimento. Os animais,
expostos em local com maiores niveis de material particulado e monoxido de carbono,
apresentaram maiores frequéncias de ANE’s nos primeiros dias de experimento. Sendo assim,
as analises de ANE’s podem ser usadas como biomarcadores para estimar os danos
genotdxicos causados pela poluicao atmosférica, além de ser uma técnica de baixo custo e de

relativa facilidade.
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