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PREFACIO

A presente tese aborda os efeitos da urbanizacao, polui¢do e condi¢cdes ambientais
sobre indicativos de estresse cronico (razao heterdfilo/linfocito — H/L), prevaléncia e
parasitemia de hemoparasitos em aves silvestres capturadas em fragmentos florestais de
Cerrado e em candarios-belga expostos experimentalmente em ambientes urbano e rural.
O objetivo geral da tese foi verificar se a razdo H/L e o hemoparasitismo sdo ferramentas
eficazes no biomonitoramento de aves do Cerrado. Para isso, ambos os parametros foram
comparados entre areas com diferentes niveis de urbanizacdo, poluicdo e condigdes
ambientais, tanto em aves silvestres nativas quanto em candrios-belga de forma
experimental.

A tese foi estruturada em trés capitulos, no formato de artigos cientificos, visando
publicagdes em periddicos. O primeiro capitulo ¢ intitulado “Efeitos da urbanizacio e
poluicio na razao heterofilo/linfocito em aves de fragmentos florestais do Cerrado”,
no qual o objetivo foi comparar a razdo H/L de aves capturadas em fragmentos florestais
com diferentes niveis de urbanizacdo e estressores antropogénicos (poluentes
atmosféricos e sonoros). A hipotese testada foi que aves capturadas em areas de maior
impacto antropico (urbanizacdo e poluicdo) apresentam maiores valores da razao H/L.
Este capitulo encontra-se publicado em um periodico cientifico internacional indexado
(Environmental Science and Pollution Research — Qualis A2, Fator de impacto JCR:
4,306):

v RIBEIRO, P. V. A. et al Effects of urbanisation and pollution on the
heterophil/lymphocyte ratio in birds from Brazilian Cerrado. Environmental

Science and Pollution Research, v. 29, p. 40204-40212, 2022. Disponivel em:

https://doi.org/10.1007/s11356-022-19037-w



https://doi.org/10.1007/s11356-022-19037-w

v

O segundo capitulo ¢ intitulado “Efeitos da urbanizac¢ao e de recursos hidricos
nas infeccoes por hemosporideos em aves de fragmentos florestais do Cerrado”, no
qual os objetivos foram analisar a prevaléncia e parasitemia de hemosporideos entre areas
com diferentes localizagdes (rurais, periurbanas e urbanas) e condigdes ambientais
(quantidade de recursos hidricos); associar a parasitemia com a razao H/L. As hipoteses
testadas foram: a parasitemia ¢ maior nas areas com maiores reservas de agua,
considerando que tais ambientes podem proporcionar mais recursos para os vetores dos
parasitos se desenvolverem; a parasitemia correlaciona-se com a razao H/L, indicando
que aves parasitadas apresentam maior estresse.

O terceiro capitulo ¢ intitulado “Efeitos da urbanizacio e polui¢cao nas infeccoes
por Plasmodium e na razao heterdéfilo/linfécito de canarios-belga (Serinus canaria)”,
no qual os objetivos foram comparar a razao H/L e infec¢des por Plasmodium ao longo
de 120 dias em dois grupos de canario-belga mantidos em gaiolas; um no centro urbano
de Uberlandia, e outro em uma area rural e distante da urbanizacdo. As hipoteses testadas
foram: canarios urbanos apresentam maior razado H/L, sugerindo maior estresse devido a
poluicdo da cidade, enquanto para os candrios rurais ¢ esperada maior prevaléncia e
parasitemia de Plasmodium, considerando que hébitats rurais podem proporcionar

melhores condi¢des para reprodugdo dos vetores.
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RESUMO

Ribeiro, Paulo Vitor Alves. Hemoparasitismo e razao heterofilo/linfocito no biomonitoramento
de aves do Cerrado. Tese de Doutorado em Ecologia, Conservagdo ¢ Biodiversidade. UFU.
Uberlandia, MG. 98f. 2022.

Organismos que vivenciam fatores estressores e sofrem alteragdes morfofisioldgicas e
comportamentais sdo denominados biomonitores. As aves sdo organismos modelos para
estudos de biomonitoramento por serem sensiveis as alteragdes ambientais. Neste estudo, foram
utilizadas a razao heterdfilo/linfocito (H/L - indicativo de estresse cronico), prevaléncia e
parasitemia de hemoparasitos como ferramentas de biomonitoramento em aves do Cerrado. O
objetivo foi comparar a razdo H/L e o hemoparasitismo de aves entre areas com diferentes
niveis de urbanizagdo e condi¢des ambientais. Foram capturadas 1288 aves (41 espécies) em
seis fragmentos florestais de Cerrado, entre 2013-2019, para confec¢do e analise de extensoes
sanguineas. Os fragmentos florestais foram classificados em: rurais, periurbanos, e urbanos, ¢
em cada fragmento foi mensurado os niveis de poluentes sonoros (ruidos antrépicos) e
atmosféricos (monoxido de carbono), e foi calculada a area ocupada por recursos hidricos em
um raio de 1 km? Verificou-se maior razdo H/L em aves capturadas em areas urbanas e
periurbanas e com niveis elevados de poluentes sonoros e atmosféricos, € menor razao H/L nos
individuos de areas rurais e com baixos niveis de poluentes. Ao todo, 519 (40,2%) individuos
apresentaram-se infectados por hemosporideos, sendo 516 (40%) por Plasmodium spp. e 13
(1,0%) por Haemoproteus spp. A parasitemia ndo se associou ao nivel de urbaniza¢do, porém
diferiu entre os seis fragmentos florestais, sendo maior naqueles onde ha maior quantidade de
recursos hidricos. Também foram realizados testes experimentais com canarios-belga (Serinus
canaria). Os canarios foram divididos em dois grupos; um mantido em um centro urbano
(n=20), e outro em uma area rural e distante da urbaniza¢do (n=20). Em ambas as localidades
foram mensurados os niveis de poluentes atmosféricos; monoxido de carbono e material
particulado. O experimento durou 120 dias e a cada 15 dias foram feitas coletas e extensoes
sanguineas. A razao H/L foi maior nos candrios da area urbana e mais poluida, e aumentou com
tempo de experimento. As infec¢des por hemosporideos (Plasmodium spp.) foram maiores nos
canarios do ambiente rural, com prevaléncia média de 57,1% nos canérios rurais ¢ 1,11% nos
urbanos. A parasitemia correlacionou negativamente com a razao H/L tanto nas aves nativas
quanto nos canarios, sugerindo que os individuos podem estar imunologicamente ativos. O
estudo mostrou que as aves que vivem em areas urbanizadas e poluidas apresentam maiores
indicativos de estresse (razdo H/L), e que os parasitos hemosporideos sdo favorecidos em areas
que podem oferecer mais recursos para a reprodugdo e desenvolvimento dos vetores. Esses
resultados sugerem que a razdo H/L e os parasitos hemosporideos podem ser utilizados como
ferramentas de biomonitoramento ambiental e como parametros para avaliar as condi¢des das
aves de ambientes degradados.

Palavras-chave: Urbanizagdo, polui¢do, estresse, leucécitos, malaria avidria.



ABSTRACT

Ribeiro, Paulo Vitor Alves. Hemoparasitism and heterophil/lymphocyte ratio as biomonitoring
tools in birds from Brazilian Cerrado. PhD. Thesis. UFU. Uberlandia, MG. 98p. 2018.

Organisms that experience stressors and undergo morphophysiological and behavioral changes
are called biomonitors. Birds are model organisms for biomonitoring studies because they are
sensitive to environmental changes. In this study, the heterophil/lymphocyte ratio (H/L -
indicative of chronic stress), prevalence and parasitaemia of hemoparasites were used as
biomonitoring tools in Cerrado birds. The objective of this study was to compare the H/L ratio
and hemoparasitism of birds between areas with different levels of urbanization and
environmental conditions. A total of 1288 birds (41 species) were captured in six Cerrado forest
fragments, between 2013-2019, for the production and analysis of blood smears. The forest
fragments were classified into rural, peri-urban, and urban, and in each one the levels of noise
(anthropic noise) and atmospheric (carbon monoxide) pollutants were measured, and the size
of the area occupied by water resources was also calculated in a radius of 1 km?. There was a
higher H/L ratio in birds captured in urban and peri-urban areas and with high levels of noise
and air pollutants, and a lower H/L ratio in individuals from rural areas and with low levels of
pollutants. Altogether, 519 (40.2%) individuals were infected with haemosporidian parasites,
516 (40%) with Plasmodium spp. and 13 (1.0%) by Haemoproteus spp. Parasitaemia was not
associated with the level of urbanization, but it differed among the six forest fragments, being
higher in those where there is a greater amount of water resources. Experimental tests were also
carried out with domestic canaries (Serinus canaria). The canaries were divided into two
groups; one kept in an urban center (n=20), and another in a rural area far from urbanization
(n=20). In both locations, the levels of atmospheric pollutants were measured, carbon monoxide
and particulate matter. The experiment lasted 120 days and every 15 days blood collections
were made. The H/L ratio was higher in canaries from the urban and more polluted area and
increased with time of experiment. Infections by haemosporidian parasites (Plasmodium spp.)
were higher in rural canaries, with an average prevalence of 57.1% in rural and 1.11% in urban
canaries. Parasitemia was negatively correlated with the H/L ratio in both native birds and
canaries, suggesting that individuals may be immunologically active. This study showed that
birds that live in urbanized and polluted areas have higher stress indicators (H/L ratio) and that
haemosporidian parasites are favored in areas that can offer more resources for vector
reproduction and development. These results suggest that the H/L ratio and hemosporid
parasites can be used as tools for environmental biomonitoring and as parameters to assess the
conditions of birds in degraded environments.

Keywords: Urbanization, pollution, stress, leukocytes, avian malaria.



CAPITULO 1

Efeitos da urbanizac¢ao e poluicio na razao heterofilo/linfocito em aves de
fragmentos florestais do Cerrado’

' Este capitulo encontra-se publicado no formato de artigo cientifico em um periodo
internacional indexado (Qualis A2, Fator de impacto JCR: 4,306):

RIBEIRO, P. V. A. et al. Effects of urbanisation and pollution on the heterophil/lymphocyte
ratio in birds from Brazilian Cerrado. Environmental Science and Pollution Research, v. 29,
p. 4020440212, 2022. https://doi.org/10.1007/s11356-022-19037-w (Anexo 01).



https://doi.org/10.1007/s11356-022-19037-w

RESUMO

Agentes estressores podem causar alteragdes morfofisiologicas e comportamentais em diversos
animais, incluindo as aves, que sao bons modelos de estudo para biomonitoramento ambiental.
A razao heteréfilo/linfocito (H/L) € um indicador eficiente de estresses cronicos em aves. O
objetivo do estudo foi comparar a razdo H/L de aves entre areas com diferentes niveis de
urbanizagdo, ruidos antrdpicos e taxas de emissdo de monoxido de carbono (CO). Foram
capturadas 1288 aves em seis fragmentos florestais de Cerrado, entre 2013-2019, para
realizacdo e andlise de extensdes sanguineas. Em cada fragmento foi mensurado o nivel de
ruidos com um medidor de nivel de pressao sonora. As taxas de CO foram obtidas no banco de
dados do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE). Verificou-se maior razdo H/L em
individuos capturados em areas urbanas ou proximas a urbanizagdo e com niveis elevados de
ruidos antrépicos e CO, e menor razdo H/L nos individuos de dreas preservadas, distantes de
ambientes urbanos e com baixos niveis de ruidos e CO. Seis espécies (Antilophia galeata,
Leoptopogon amaurocephalus, Cnemotriccus fuscatus, Lathrotriccus euleri, Turdus
leucomelas, Eucometis penicillata) apresentaram diferenca significativa entre as areas e
seguiram o padrao exibido pelos individuos. O presente estudo mostrou que as aves que vivem
em areas urbanas e periurbanas apresentam valores mais elevados da razao H/L do que as aves
de areas rurais. Esses resultados sugerem que a razdo H/L pode ser utilizada como uma
ferramenta de biomonitoramento ambiental ¢ como um parametro eficiente para avaliar o
estresse cronico em aves de ambientes degradados.

Palavras-chave: biomonitoramento, leucdcitos, células sanguineas, estresse, ruidos antropicos,
monoéxido de carbono.



ABSTRACT

Stressing agents can cause morphophysiological and behavioural changes in several animals,
including birds, which are good study models for environmental biomonitoring. The
heterophile/lymphocyte ratio (H/L) is an efficient indicator of chronic stresses in birds. In this
study, we aimed to compare the H/L ratio of birds between areas with different levels of
urbanisation, anthropogenic noise and carbon monoxide (CO) emission rates. A total of 1,288
birds were captured in six Cerrado forest fragments between 2013-2019, from which we took
blood samples to produce blood smears. In each of these fragments, the noise level was
measured with a sound pressure level meter. The CO rates were obtained from the National
Institute for Space Research database (INPE-Brazil). There was a higher H/L ratio in
individuals captured in urban areas or close to urbanisation with high anthropogenic noise levels
and high CO rates, and a lower H/L ratio in individuals from preserved areas, far from urban
environments with low noise levels and low CO rates. Six species (Antilophia galeata,
Leoptopogon amaurocephalus, Cnemotriccus fuscatus, Lathrotriccus euleri, Turdus
leucomelas, Eucometis penicillata) showed a significant difference between the areas and
followed the pattern shown by the individuals. The present study showed that birds living in
the urban and peri-urban sites have higher values of H/L ratio than birds from rural sites. These
results suggest that the H/L ratio can be used as an environmental biomonitoring tool and an
efficient parameter to assess chronic stress in birds in degraded environments.

Keywords: biomonitoring, leukocytes, white blood cells, stress, anthropogenic noises, carbon
monoxide.



INTRODUCAO

Estresses abidticos e bidticos exercem influéncias naturais nos organismos, nas
populagdes e nos ecossistemas (MARKERT et al., 2003). Alteragdes antropicas como a
fragmentacdo de habitat e a urbanizagdo podem potencializar estes estresses e introduzirem
agentes estressores nao naturais, como poluentes (BAUEROVA et al., 2017; MEISSNER et al.,
2020). Os organismos que respondem a estes estresses por meio de modificagdes morfoldgicas,
fisiolégicas ou comportamentais sio denominados biomonitores (FRANZLE, 2003;
MARKERT et al., 2003). As aves sdo consideradas organismos modelos para estudos de
biomonitoramento ambiental devido a varias caracteristicas biologicas e ecoldgicas. Por
exemplo, durante o voo, as aves entram em contato com gases ou particulas em suspensao
(BROWN et al., 1997; BAESSE et al. 2015, 2019), e seu sistema respiratorio pode ser via de
entrada para xenobidticos (BODZIACH et al., 2021). Além disso, espécies de aves pertencentes
aos mais altos niveis tréficos podem ser consideradas organismos bioacumuladores (KELLER
et al., 2014; RUUS et al., 2015), pois podem acumular niveis elevados de poluentes em seus
tecidos que podem induzir alteragdes fisiologicas (CID et al., 2018). Além disso, muitas
espécies de aves sdo altamente sensiveis a ruidos antropogénicos, que podem afetar
comunidades de aves em locais proximos a populagdes humanas (TOLENTINO et al., 2018).
No entanto, as aves que permanecem nas cidades podem adaptar seu comportamento a essas
condig¢des especificas (ISAKSSON, 2018).

Dentre os pardmetros indicadores de estresse em aves, destaca-se a analise do perfil
leucocitario, que consiste na identificacdo e quantificagdo das células sanguineas do sistema
imunologico, os leucdcitos (GROSS; SIEGEL, 1983; DAVIS et al., 2008; RIBEIRO et al.,
2020) As aves apresentam cinco principais tipos de leucocitos: linfocitos, heterofilos,
eosinofilos, baséfilos € mondcitos. As células predominantes sao os heterofilos e linfocitos,
pois juntos compdem mais de 80% dos leucdceitos das aves (DAVIS et al., 2008). Os heterofilos

desempenham fungdes relacionadas a imunidade inata (a primeira linha de defesa imune), por



meio de fagocitoses durante respostas inflamatdrias. Os linfocitos atuam principalmente na
imunidade adaptativa (adquirida), produzem anticorpos e respostas especificas a patdogenos
(MINIAS, 2019). A presenga e quantidade destas células no sangue sdo diretamente
influenciadas pelos niveis circulantes dos hormonios do estresse (glicocorticoides). Em resposta
aos hormonios, os linfocitos circulantes aderem as células endoteliais e migram para tecidos e
orgaos, e em contrapartida, os hormoénios estimulam maior liberagdo de heterofilos da medula
Ossea para a circulacdo sanguinea (DAVIS et al., 2008). Este cenério gera um aumento de
heterofilos (heterofilia) em relagdo aos linfocitos (linfopenia), resultando no aumento da razao
entre ambos, denominada de razdo H/L. Desta forma, valores elevados da razdo H/L indicam
maior estresse. Este ajuste no perfil leucocitario pode ser considerado uma estratégia adaptativa
de historia de vida, pois o aumento de células fagociticas (heterdfilos) ajuda o organismo a

combater infec¢des de lesdes imediatas (ataque de predadores, por exemplo), enquanto

[

Qo

diminui¢dao dos linfocitos circulantes evita o uso desnecessario de recursos relacionados
imunidade adaptativa, que € mais elaborada e especifica (GOESSLING et al., 2015).

A razao H/L pode ser considerada mais vantajosa para biomonitoramento do que a
quantificagdo dos niveis plasmaticos de corticosterona (principal hormonio do estresse em
aves). A captura e coleta de sangue sdo considerados fatores estressores e elevam os niveis
hormonais dentro de poucos minutos, enquanto as razdes H/L permanecem baixas por 30-60
minutos ou até mais, apds contato com agente estressor (DAVIS; MANEY, 2018). Outra
vantagem ¢ que a analise dos leucocitos requer pouco volume de sangue (5,0ul), o que permite
o exame de espécies de aves pequenas (DAVIS et al., 2008). Além disso, a resposta dos
leucdcitos aos estressores de longo prazo persiste por periodos relativamente longos, enquanto
a resposta da corticosterona tende a diminuir com o tempo, sendo um padrdo verificado em
varias espécies (GOESSLING et al., 2015; DAVIS; MANEY, 2018). Desta forma, a

corticosterona ¢ indicada para mensurar estresses agudos e a razdo H/L para estresses cronicos.



Estressores de origem antropogénica tém sido associados a razdo H/L em diferentes
espécies avidrias. Tal fato confirma que a agdo humana causa estresses cronicos nestes
organismos. Varios estudos t€ém demonstrado que a razdo H/L aumenta em aves expostas a
mineracdo (DEIKUMAH et al., 2015), urbanizagdo, poluicdo quimica por metais pesados
(BAUEROVA et al., 2017, 2020; CID et al., 2018; MEISSNER et al., 2020) e polui¢do sonora
por ruidos antropicos (CAMPO et al., 2005; BEDANOVA et al., 2010). Assim, a razdo H/L
pode ser usada como um parametro de estimativa da qualidade ambiental, e possivelmente
aplicada em estudos de conservacao da biodiversidade.

Embora o uso da razdo H/L seja amplamente difundido, poucos estudos aplicaram tal
ferramenta para avaliar o efeito de estressores antropogénicos em aves neotropicais (CARBO-
RAMIREZ; ZURIA, 2017; CAVALLI et al., 2018). A urbanizacdo e a fragmentacao de habitat
tém sido crescentes na regido neotropical, o que torna fundamental o estudo de indicadores de
estresses cronicos, uma vez que a exposicdo prolongada a estressores pode causar danos nos
organismos, como a inibicdo do crescimento e das funcdes imunes e reprodutivas
(WINGFIELD; SAPOLSKY, 2003). Desta forma, o objetivo do presente estudo ¢: comparar a
razao H/L de aves capturadas em fragmentos florestais com diferentes niveis de urbanizagao e
estressores antropogénicos (poluentes atmosféricos e sonoros). Além disso, a hipotese a ser
testada ¢ que aves capturadas em areas de maior impacto antrdpico (urbanizagdo e poluigdo)

apresentam maiores valores da razao H/L.



MATERIAIS E METODOS
Areas de estudo

O estudo foi realizado em seis fragmentos florestais em trés municipios do estado de
Minas Gerais, Brasil (Fig. 1). Os fragmentos estdo inseridos no bioma Cerrado e apresentam
floresta estacional semidecidual e mata de galeria como fitofisionomias predominantes. O clima
¢ do tipo Aw segundo a classificacdo climatica de K&ppen, com estacio seca (abril-setembro)
e chuvosa (outubro-marco). A pluviosidade anual ¢ de aproximadamente 1.500 mm e a
temperatura média ¢ de 22°C (PETRUCCI; OLIVEIRA, 2019). Todos os fragmentos florestais
estudados diferem em localizagdo, tamanho, distancia da borda da cidade mais proxima e niveis
de perturbagdo antropica (Tabela 1). Os fragmentos florestais Agua Fria e Galheiro estio
localizados nas zonas rurais dos municipios de Araguari e Perdizes, respectivamente. Os demais
fragmentos estdo localizados no municipio de Uberlandia, sendo dois em zonas periurbanas
(Gléria e Sao José), e os outros dois em parques urbanos (Parque do Sabia e Parque Siquierolli).

Para estimar a perturbagdo antropica exercida nas areas de estudo foram avaliados o
nivel de ruidos antrdpicos e a qualidade do ar. Os dados de ruidos foram obtidos no estudo de
Tolentino (2019), sendo os ruidos mensurados em todas as areas no mesmo periodo de captura
das aves, e se obteve as médias em decibéis (dB) (Tabela 1). Utilizou-se um medidor de Nivel
de Pressao Sonora (NPS) calibrado (modelo Instrutherm DEC-490) e configurado com
amplitude medida em dBA e resposta rapida (uma medida por segundo) com variagdo de ruido
entre 30 e 80 dB. Para aferir os ruidos, o medidor de NPS foi posicionado a 1,5 m do chdo e
apontado para cima durante 1 minuto a cada hora (06:00-11:00h) percorrendo transectos de
aproximadamente 1 km em cada area (TOLENTINO, 2019).

A qualidade do ar foi estimada a partir das taxas de emissdo do poluente atmosférico
mondxido de carbono (CO) nas areas de estudo. As taxas foram medidas em partes por bilhdo

(ppb) e obtidas no banco de dados do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) por
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meio do sistema de monitoramento CATT-BRAMS online 3D (INPE, 2020). Os fragmentos

foram classificados de acordo com Gongalves et al. (2020) em uma escala de 1 a 3, sendo 1

equivalente a boa qualidade do ar (0 a 250 ppb); 2 como moderada (250 a 500 ppb); e 3 como

ruim (500 a 750 ppb) (Tabela 1). Esses dados foram coletados em 2020, porém podem ser

usados como parametro das condi¢des da qualidade do ar durante o periodo de capturas das

aves, pois o entorno das areas nao sofreu alteracdes drasticas nos ultimos anos (GONCALVES

et al., 2020; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2020).

Tabela 1. Caracteristicas ¢ localizagdo das areas de estudo. O tamanho foi medido em hectares (ha), distancia em

quilémetros (km), niveis de ruido antropico em decibéis (dB) e a qualidade do ar em partes por bilhdo (ppb) de

emissoes de monoxido de carbono (CO).

; Zona de Distincia da Niveis de
Areas de Coordenadas Tamanho Qualidade
localizacio cidade mais ruidos
estudo geograficas das areas do ar (INPE)
das dreas proxima antropicos
Agua Fria Rural 18°29'S; 48°23' O 200 ha 26,3 km 37,66 dB 1 (0—250 ppb)
Galheiro Rural 19°14'S; 47°08' O 260 ha 19,75 km 35,66 dB 1 (0—250 ppb)
Gloria Periurbana 18°57'S; 48°12' O 30 ha 0,92 km 42,08 dB 2 (250 — 500 ppb)
Sédo José Periurbana 18°51'S; 48°13' O 20 ha 0,73 km 42,61 dB 2 (250 — 500 ppb)
Parque do Sabia Urbana 18°55'S; 48°17' O 30 ha 0 km 49,89 dB 3 (500 — 750 ppb)
Parque Siquierolli Urbana 18°52'S; 48°17' O 23 ha 0 km 49,51dB 3 (500 — 750 ppb)
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Figura 1. Mapa indicando a localizagdo das areas de estudo (preto), em relacdo as areas urbanas (cinza). O
municipio de Uberlandia possui quatro areas de estudo, duas urbanas (Parque do Sabia e Parque Siquierolli) e duas
periurbanas (Gléria e Sdo José). Os municipios de Araguari e Perdizes possuem as duas areas rurais (Agua Fria e

Galheiro) (Fonte: RIBEIRO et al., 2022).
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Coleta de dados

No periodo de 2013 a 2019 foram realizadas 48 campanhas de campo, oito em cada
area, sendo quatro em estagdes secas (Abril-Setembro) e quatro em estagdes chuvosas
(Outubro-Marc¢o), com duragdo de cinco dias cada. Para capturar as aves foram utilizadas 20
redes de neblina (12m x 3m de altura), expostas em trilhas entre 06h30min e 17h00min. As
redes foram conferidas em intervalos de aproximadamente 30 minutos. Quando havia aves
capturadas, essas eram retiradas e acomodadas em sacos de tecido para serem encaminhadas
imediatamente para identificacdo, marcagdo e coleta de sangue. Todos os individuos foram
identificados em nivel de espécie de acordo com Sigrist (2009) ¢ Gwynne et al. (2010) e
marcados com anilhas metalicas fornecidas pelo Centro de Pesquisa para a Conservacao de
Aves Silvestres (CEMAVE/ICMBio - Autorizacao: 3730 - Registro: 359076). A nomenclatura
e ordem taxondmica das espécies seguiram as normas propostas pelo Comité Brasileiro de
Registros Ornitologicos (PTACENTINI et al., 2015).

Foram coletadas amostras de sangue (5,0ul) com auxilio de agulhas descartaveis (8§mm
x 0,3mm) por meio de uma pun¢do na veia tarsal das aves (SISBIO/ICMBio - Autorizagdo:
44901; CEUA/UFU — Autorizacao: 038/18). O sangue foi diretamente gotejado sobre uma
lamina de microscopia. Com o auxilio de uma segunda ldmina em inclinacdo de
aproximadamente 45° foi feita a extensao sanguinea (duas por individuo). As extensdes foram
fixadas com metanol absoluto e coradas com solucdo de Giemsa (5%) e tampao fosfato
(BAESSE et al., 2019). As andlises foram realizadas em microscopio Optico, com objetiva de
100x, utilizando 6leo de imersdo e com a observacdo de 200 campos microscOpicos por
individuo. Os leucocitos foram identificados e quantificados de acordo com as descrigdes de
Clark et al. (2009) e Campbell (2015) fornecidas nos respectivos atlas de hematologia avidria.

A razdo H/L foi calculada a partir da divisdo entre o nimero de heterofilos por linfocitos.



13

Analises estatisticas

Para verificar se houve diferenca na razdo H/L dos individuos e das espécies entre os
tipos de areas (rural, periurbana e urbana), foram realizados testes ndo paramétricos de Kruskal-
Wallis, seguidos de testes de comparagdes multiplas de Dunn. Também foram feitas correlagdes
de Pearson entre as médias da razdo H/L de cada fragmento florestal com o nivel de ruido
antropico e com as taxas de monoxido de carbono. Apenas as espécies que estiveram presentes
simultaneamente nos trés tipos de areas com nimero amostral (n) igual ou superior a cinco
individuos foram analisadas estatisticamente. As analises foram realizadas no software

GraphPad Prism 6.0 e conduzidas a um nivel de significancia de p < 0,05.

RESULTADOS

Foram examinados 1.288 individuos (41 espécies) e analisadas 2.576 extensdes
sanguineas. Houve diferenga significativa nas razdes H/L dos individuos entre os tipos de areas
(Kruskal-Wallis: H = 87,47; p < 0,0001; Fig. 2), sendo que as areas rurais apresentaram os
menores valores da razdo H/L, enquanto as areas periurbanas e urbanas apresentaram os
maiores valores. Além disso, as médias das razdes H/L correlacionaram-se positivamente com
os niveis de ruido antropogénico (correlacao de Pearson: r = 0,861, df =4, p = 0,027, Fig. 3a)
e com as taxas de emissao de CO (correlacao de Pearson: r = 0,887, df =4, p = 0,018, Fig. 3b)
em fragmentos florestais.

Um total de 41 espécies de aves (16 familias) foram examinadas (ver Tabela
Suplementar 1), mas apenas nove estavam presentes simultaneamente nos trés tipos de area e
com numero de amostras suficiente para teste. Seis espécies (Antilophia galeata, Leoptopogon
amaurocephalus, Cnemotriccus fuscatus, Lathrotriccus euleri, Turdus leucomelas e Eucometis

penicillata) apresentaram diferencgas significativas na razao H/L entre as areas, todas com os
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menores valores da razdo nas areas rurais € com os valores mais elevados nas areas urbanas ou

periurbanas (Tabela 2, Fig. 4)
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Figura 2. Diferencas gerais na razdo H/L de todos os individuos examinados entre as areas de estudo. Os circulos
pretos representam as medianas e as barras representam os intervalos interquartis. As letras mintsculas acima das

barras representam as diferengas estatisticas entre as areas.
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Figura 3. Correlagdes das médias das razdes H/L com agentes estressores de origem antropogénica: niveis de
ruidos antropicos, medidos em decibéis (dB) (a) e taxas de emissdo de monoxido de carbono (CO), medidas em

partes por bilhdo (pbb) (b).
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Tabela 2. Médias (X) e desvios padrdo (DP) das razdes H/L das espécies que estiveram presentes simultaneamente nos trés tipos de areas (rural, periurbana e urbana) com

nimero amostral (n) igual ou acima de cinco individuos. As razdes H/L foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis (H) seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunn,

ambos com probabilidade de significancia (p) < 0,05 (valores significativos estdo destacados em negrito). Compara¢des multiplas: R-P (Rural comparada com Periurbana), R-

U (Rural comparada com Urbana), P-U (Periurbana comparada com Urbana). * =p < 0,05, ** = p < 0,01, *** =p < 0,001, ns = ndo significativo.

Teste de Comparagodes

Rural Periurbana Urbana Teste de Kruskal-Wallis
Espécies Muiltiplas de Dunn
X + DP (n) X + DP (n) X + DP (n) H p R-P R-U P-U
Antilophia galeata 0,48 + 0,90 (49) 1,47 £ 1,90 (127) 0,90+ 0,71 (21) 31,22 <0,0001 ok o ns
Leptopogon amaurocephalus 0,54 + 0,35 (30) 2,15+ 1,90 (15) 1,60 + 1,52 (20) 14,31 0,0008 wk * ns
Cnemotriccus fuscatus 0,60 + 0,73 (8) 1,22 + 0,80 (7) 2,19+ 1,71 (8) 7,18 0,0275 ns * ns
Lathrotriccus euleri 0,48 £ 0,39 (21) 0,90 + 1,07 (8) 1,27+ 0,91 (7) 6,55 0,0378 ns * ns
Turdus leucomelas 0,26 + 0,15 (7) 0,51+ 0,58 (27) 0,92 + 0,87 (29) 9,77 0,0075 ns * *
Basileuterus culicivorus 0,61 +0,91 (44) 0,96 + 0,96 (38) 0,95+ 1,19 (5) 3,36 0,186 ns ns ns
Myiothlypis flaveola 0,52 + 0,69 (48) 0,87+ 1,15 (30) 0,93 +1,10(17) 43 0,1164 ns ns ns
Myiothlypis leucophrys 0,75+ 0,82 (12) 1,24+ 1,17 (15) 0,38 = 0,20 (6) 3,13 0,2085 ns ns ns
Eucometis penicillata 0,63 + 0,48 (24) 1,76 £ 1,75 (31) 1,65+ 1,40 (12) 6,45 0,0396 ns ns ns
Todos os individuos 0,61 + 0,86 (496) 1,23 £ 1,62 (451) 1,31 £2,11 (354) 87,47 <0,0001 o ke ns
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Figura 4. Espécies em que a razdo H/L diferiu entre os tipos de areas (rural, periurbana e urbana). Circulos pretos
representam as medianas e as barras representam os intervalos interquartis. As letras mintisculas acima das barras
representam as diferengas estatisticas obtidas pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn. *A espécie Eucometis

penicillata (f) apresentou diferenga estatistica entre as areas apenas pelo teste de Kruskal-Wallis.
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DISCUSSAO

Foi verificado que aves capturadas em areas com maior influéncia antropica apresentam
maiores valores da razdo H/L, o que sugere que tais organismos estdo sofrendo estresses de
longa duracdo. Associagdes entre polui¢do e estresses cronicos foram relatadas anteriormente
em diversos estudos, porém, a maioria relaciona razdo H/L com polui¢do por metais pesados
(BAUEROVA et al., 2017, 2020; CID et al. 2018; MEISSNER et al., 2020). Estima-se que o
presente estudo seja o primeiro a associar razao H/L com polui¢do atmosférica por mondxido
de carbono (CO), poluente que tende a se concentrar proximo de areas urbanas devido aos gases
liberados por veiculos automotores e industrias (GONCALVES et al., 2020; SCHILDERMAN
et al. 1997). Quanto a poluigdo sonora, poucos estudos relacionaram a razdo H/L com ruidos
antropicos, ¢ dentre estes, a maioria foi conduzida de forma experimental, evidenciando a
necessidade de avaliar tais fatores em ambientes naturais (ZOLLINGER et al., 2019;
WALTHERS; BARBER, 2020).

Houve diferenca na razdo H/L dos individuos entre os tipos de areas. Os fragmentos
florestais rurais apresentaram, significantemente, os menores valores da razao H/L. Ambos os
fragmentos tém a qualidade do ar classificada como boa (0 — 250 ppb), e registraram os menores
niveis de ruidos antrépicos (35.66 — 37.66 dB). Sdo fragmentos florestais com pouca influéncia
antrdpica, pois estao distantes de cidades e rodovias, apresentam area relativamente grande (200
— 260 ha), sendo um deles (Galheiro), uma unidade de conservagio ambiental (VALADAO et
al., 2013; BAESSE et al., 2019; GONCALVES et al., 2020). As areas urbanas e periurbanas
juntamente apresentaram os maiores valores da razdo H/L. Os fragmentos florestais urbanos
tém a qualidade do ar ruim (500 — 750 ppb), os maiores niveis de ruidos antropicos (49.51 —
49.89 dB) e estdo localizados em parques urbanos, os quais sdo circundados por bairros
residenciais e rodovias, sendo que um deles (Parque Siquierolli) esta relativamente préximo (1

km) ao distrito industrial de Uberlandia. Ambas as areas urbanas apresentam fluxo constante
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de pessoas caminhando pelas trilhas dos fragmentos, o que pode ser mais um fator de
perturbacdo ambiental (REZENDE et al., 2012). As areas periurbanas tém a qualidade do ar
moderada (250 — 500 ppb), niveis de ruidos antrépicos medianos (42,08 — 42,61 dB) e estdo
préximas a urbanizagao, pois estdo localizadas a cerca de 1 km de rodovias e da borda da cidade
mais proxima (TOLENTINO, 2019). As diferengas observadas entre as areas também podem
ser explicadas pelas correlagdes encontradas entre as médias das razdes H/L com os niveis de
ruido antropico e as taxas de emissao de CO. Verificou-se que a razdo H/L dos individuos tende
a aumentar a medida que as taxas de ruido e CO aumentam nos fragmentos florestais. Esses
resultados sugerem que a urbanizagdo e a poluicdo (sonora e atmosférica) sejam fatores
estressores que levam a uma resposta fisiologica de longa duragdo (estresse cronico) nas aves.

No entanto, ndo houve diferenca na razdo H/L entre areas urbanas e periurbanas. Isso
indica que a proximidade do ambiente urbano pode expor as aves a determinados agentes
estressores. Sabe-se que a dire¢do do vento € considerada um fator importante na dispersao de
poluentes (GONCALVES et al., 2020). Os ventos em Uberlandia ocorrem principalmente nas
direcdes nordeste (NE) e leste (E) (NICODEMOS et al., 2010). Este fator pode explicar o
motivo das razdes H/L dos individuos terem sido elevadas também nas 4reas periurbanas, pois
estas areas estdo localizadas ao leste da cidade, o que pode indicar uma chegada frequente de
poluentes por meio dos ventos (BAESSE et al., 2019). Além disso, tanto as areas urbanas
quanto periurbanas sdo constituidas por fragmentos florestais pequenos (20 — 30 ha) o que pode
potencializar o efeito de borda (SILVA et al., 2017; COSTA et al., 2019).

Diferencas significativas foram observadas na razdo H/L em populacdes de seis espécies
de aves (Antilophia galeata, Leptopogon amaurocephalus, Cnemotriccus fuscatus,
Lathrotriccus euleri, Turdus leucomelas e Eucometis penicillata). Essas espécies seguiram o
padrdo apresentado pelos individuos, pois todas apresentaram os menores valores de razao H/L

em areas rurais, com boa qualidade do ar e com os menores niveis de ruido, indicando menor
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estresse nessas areas quando comparadas as areas urbanas ou proximas a urbanizacdo. As seis
espécies compartilham varias semelhancas: sdo todas Passeriformes, alimentam-se
principalmente de frutas e insetos, vivem nos estratos médios das florestas (CAPLLONCH;
ZELAYA, 2006; LOPES et al., 2007; VOGEL et al., 2011; GAIOTTIL; PINHO, 2013; GRILLI
et al., 2016; PIRES; MELO, 2019), e sao residentes (PIACENTINI et al., 2015; BAESSE,
2019), pois todas possuem certo grau de dependéncia florestal para sobreviver, sendo a maioria
incapaz de se locomover em areas abertas (SILVA, 1995). Portanto, essas espécies estdo
restritas aos fragmentos florestais de origem (SICK, 1997; BAESSE et al., 2019), o que as torna
boas candidatas para biomonitoramento ambiental (BAESSE, 2019). No entanto, a razdo H/L
de trés espécies (Basileuterus culicivorus, Myiothlypis flaveola e Myiothlypis leucophrys) nao
diferiu entre os tipos de areas. Estas espécies sdo da mesma familia (Parulidae). Sdo espécies
essencialmente insetivoras que vivem nos estratos inferiores das florestas e forrageiam no solo
(MARINI; CAVALCANTI, 1993; SICK, 1997; LIMA; MANHAES, 2009; BAESSE et al.,
2015; GODOY; GABRIEL, 2019). Como resultado, essas espécies exploram microhabitats
semelhantes e podem estar sujeitas as mesmas condicdes de estresse. Espécies que ocupam os
estratos mais altos dos fragmentos florestais (e.g., Antilophia galeata pode forragear no dossel,
ver Pires e Melo 2020) podem estar mais expostas a poluentes transportados pelo vento
(GONCALVES et al., 2020), enquanto espécies mais proximas ao solo podem ser menos
impactadas, o que poderia explicar a semelhanga na razdo H/L das trés espécies de Parulidae
entre os tipos de areas.

Estudos prévios conduzidos nas mesmas comunidades de aves também demonstraram
respostas eficientes a estressores antropogénicos. Tolentino et al. (2018) verificaram que
espécies amostradas em fragmentos florestais proximos a dreas urbanas apresentam
vocalizagdes mais altas, possivelmente devido aos niveis elevados de ruidos antropicos. Baesse

et al. (2019) encontraram maior frequéncia de micronucleos em aves capturadas em areas com



20

maior influéncia humana. Gongalves et al. (2020) registaram maior nimero de eritroplastideos
em populacgdes de 4. galeata de éreas associadas a urbanizacdo. Micronticleos e eritroplastideos
sdo anomalias eritrocitarias e ambas foram atribuidas possivelmente a polui¢do por monoxido
de carbono (BAESSE et al., 2019; GONCALVES et al., 2020). A razdo H/L seguiu o padrao
destes estudos, pois tende a ser maior em areas urbanizadas, com maior nivel de ruidos
antropicos e de mondxido de carbono. Assim, o presente estudo contribuiu com mais uma
ferramenta eficiente e util para estimar a qualidade ambiental de fragmentos florestais e a
influéncia da urbanizagdo sobre a saude das aves. Estudos futuros que associem a razao H/L
com diferentes respostas a estressores, como as anomalias eritrocitarias serdo importantes, pois

poderao proporcionar uma visdo mais abrangente das condicdes fisiologicas das aves.

CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a razdo H/L é maior em aves capturadas em areas urbanas
ou proximas a urbanizagdo e com niveis elevados de ruidos antropicos e de mondxido de
carbono, portanto, sugere-se que a razao H/L pode ser aplicada como uma ferramenta eficiente
de biomonitoramento ambiental e como um parametro util para avaliar o estresse cronico em

aves de ambientes degradados.
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TABELA SUPLEMENTAR 1. Lista de todas as espécies de aves examinadas de acordo com as médias (X) e

desvios padrdo (DP) das razdes H/L, e o nimero de individuos amostrados (n) nos trés tipos de areas (rural,

periurbana e urbana).

Familias Rural Periurbana Urbana Total
Espécies X + DP (n) X + DP (n) X + DP (n) X + DP (n)
Galbulidae
Galbula ruficauda 4,5 (1) 0,77+ 0,17 (2) 0,90 + 0,83 (12) 1,12+ 1,19 (15)
Bucconidae
Nonnula rubecula 0,36 £ 0,42 (13) 0 0 0,36 £ 0,42 (13)
Thamnophilidae
Dysithamnus mentalis 0,31 +0,43 (12) 0 0 0,31 +0,43 (12)
Herpsilochmus longirostris 0 0,35+ 0,21 (8) 2,73 £3,24 (6) 1,49 £2,14 (17)
Thamnophilus doliatus 0 1,50 £ 1,70 (12) 1,28 £ 0,73 (2) 1,47 + 1,57 (14)
Thamnophilus pelzelni 0,30+ 0,36 (7) 1,70 £2,46 (7) 0 0,98 + 1,82 (14)
Conopophagidae
Conopophaga lineata 0,35+ 0,32 (15) 0,33 (1) 0 0,35+ 0,31 (16)

Furnariidae
Clibanornis rectirostris
Synallaxis scutata
Pipridae
Neopelma pallescens
Pipra fasciicauda
Antilophia galeata
Tityridae
Schiffornis virescens
Platyrinchidae
Platyrinchus mystaceus
Rhynchocyclidae
Mionectes rufiventris
Leptopogon amaurocephalus
Corythopis delalandi
Tolmomyias sulphurescens
Tyrannidae
Elaenia parvirostris
Casiornis rufus
Pitangus sulphuratus
Cnemotriccus fuscatus

Lathrotriccus euleri

0
0,60+ 0,31 (7)

0,65 + 0,56 (18)
0,68 0,71 (52)
0,48 + 0,90 (49)

0,64 + 0,43 (14)

0,40 % 0,33 (7)

0,87 + 0,94 (12)

0,54 + 0,35 (30)

0,54 + 0,64 (34)
0

0,37 £ 0,37 (18)
0,65+ 0,53 (11)
0
0,60 £ 0,73 (8)
0,48 £ 0,39 (21)

1,01 £1,52 (8)
0

0
0
1,47+ 1,90 (127)

0,57 % 0,76 (9)

0
2,15+ 1,90 (15)
2,51 43,97 (7)
0,82 + 1,21 (30)

0
0
0
1,22 + 0,80 (7)
0,90 £ 1,07 (8)

2,11 + 1,00 (9)
0

0,90 + 0,71 (21)

0

1,60 + 1,52 (20)
0

1,57 + 1,60 (31)

0
0

2,64 + 2,90 (30)

2,19+ 1,71 (8)

127+ 0,91 (7)

1,59 + 1,35 (17)
0,60 £ 0,31 (7)

0,65 = 0,56 (18)
0,68 = 0,71 (52)
1,16 + 1,66 (197)

0,64 + 0,43 (14)

0,53+ 0,61 (16)

0,87 = 0,94 (12)
1,29 + 1,47 (66)
0,88 = 1,81 (41)
1,20 + 1,44 (61)

0,37 0,37 (18)
0,65+ 0,53 (11)
2,64 + 2,90 (30)
1,34+ 1,32 (23)
0,72 £ 0,75 (36)
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Basileuterus culicivorus
Myiothlypis flaveola
Mpyiothlypis leucophrys

Thraupidae

Tangara palmarum

Tangara cayana

Eucometis penicillata

Tachyphonus coronatus

Dacnis cayana
Coereba flaveola
Saltator maximus

Saltator similis

0,61 + 0,91 (44)
0,52 + 0,69 (48)
0,75 + 0,82 (12)

0,55 + 0,36 (10)
0

0,63 £ 0,48 (24)

0,14 £ 0,12 (7)
0

0,24 + 1,68 (3)
0
0

0,96 + 0,96 (38)
0,87 £ 1,15 (30)
124+ 1,17 (15)

0
1,05 £ 1,32 (6)
1,76 £ 1,75 31)
0
7(2)
0,35+ 0,30 (3)
0,88 + 1,33 (16)
1,23 1,56 (19)

0,95+ 1,19 (5)
0,93+ 1,10 (17)
0,38 £ 0,20 (6)

0
0,50 = 0,64 (7)
1,65+ 1,40 (12)
0
0,60 = 0,70 (4)
0,64+ 0,73 (19)
1,53+ 1,41 (14)
0,51 + 0,54 (7)

Familias Rural Periurbana Urbana Total
Espécies X £ DP (n) X +DP (n) X + DP (n) X + DP (n)
Vireonidae
Cyclarhis gujanensis 0 1,66 £2,12 (5) 1,61+ 1,19 (3) 1,64 £ 1,73 (8)
Troglodytidae
Cantorchilus leucotis 0 0,71 £ 0,42 (5) 0,86 = 1,34 (6) 0,72 £ 0,96 (12)
Turdidae
Turdus leucomelas 0,26 0,15 (7) 0,51+ 0,58 (27) 0,92 + 0,87 (29) 0,67 £ 0,74 (63)
Turdus rufiventris 0,32+1,62(2) 0,39 (1) 0,70 £ 0,42 (21) 0,66 £0,42 (24)
Turdus amaurochalinus 0,49 £ 0,28 (13) 0 0 0,49 + 0,28 (13)
Turdus subalaris 0 0,27 £ 0,28 (2) 0,63 +0,24 (4) 0,51+ 0,29 (6)
Passerellidae
Arremon flavirostris 1,26 +£ 1,54 (12) 1,03+ 1,56 (18) 0 1,12+ 1,53 (30)
Parulidae

0,78 + 0,95 (87)
0,70 + 0,93 (95)
0,91 + 0,97 (33)

0,55 + 0,36 (10)
0,63 + 0,83 (25)
1,34+ 1,44 (67)
0,14 £ 0,12 (7)
2,37 £3,19(7)
0,56 + 0,66 (25)
1,18 + 1,39 (30)
1,04+ 1,39 (26)

Total

0,60 £ 0,73 (492)

123+ 1,62 (451)

131 +2,11 (354)

1,01 + 1,57 (1288)
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Abstract

Stressing agents can cause morphophysiological and behavioural changes in several animals, including birds, which are
good study models for environmental biomonitoring. The heterophil/lymphocyte ratio (H/L) is an efficient indicator of
chronic stresses in birds. In this study, we aimed to compare the H/L ratio of birds between the areas with different levels
of urbanisation, anthropogenic noise and carbon monoxide (CO) emission rates. A total of 1288 birds were captured in six
Cerrado forest fragments between 2013 and 2019, from which we took blood samples to produce blood smears. In each
of these fragments, the noise level was measured with a sound pressure level metre. The CO rates were obtained from the
National Institute for Space Research database (INPE-Brazil). There was a higher H/L ratio in individuals captured in urban
areas or close to urbanisation with high anthropogenic noise levels and high CO rates, and a lower H/L ratio in individuals
from preserved areas, far from urban environments with low noise levels and low CO rates. Six species (Antilophia galeata,
Leoptopogon amaurocephalus, Cnemotriccus fuscatus, Lathrotriccus euleri, Turdus leucomelas and Eucometis penicillata)
showed a significant difference between the areas and followed the pattern shown by the individuals. The present study
showed that birds living in the urban and peri-urban sites have higher values of H/L ratio than birds from rural sites. These
results suggest that the H/L ratio can be used as an environmental biomonitoring tool and an efficient parameter to assess
chronic stress in birds in degraded environments.

Keywords Biomonitoring - Leukocytes - White blood cells - Stress - Anthropogenic noises - Carbon monoxide

Introduction

Abiotic and biotic stresses influence organisms, popula-
tions and ecosystems (Markert et al. 2003). Anthropogenic
changes, such as habitat fragmentation and urbanisation,
may enhance these stresses and introduce unnatural stress-
ors, such as pollutants (Bauerova et al. 2017; Meissner et al.
2020). The organisms that respond to these stresses through
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morphological, physiological or behavioural changes may
be used to assess environmental quality, in which case they
are called biomonitors (Frinzle 2003 ; Markert et al. 2003).
Among these, birds are widely recognised as biomonitors for
their unique biology. For instance, during flight, birds enter
in contact with gases or particles in suspension (Brown et al.
1997; Baesse et al. 2015, 2019), and their respiratory sys-
tem may be a route of entry of xenobiotics (Bodziach et al.
2021). Also, species in the higher trophic levels may be con-
sidered bioaccumulating organisms (Keller et al. 2014; Ruus
et al. 2015), as they can accumulate high levels of pollut-
ants in their tissues that may induce physiological alterations
(Cid et al. 2018). In addition, many bird species are highly
sensitive to anthropogenic noises, which may affect avian
communities in places near human settlements (Tolentino
et al. 2018). However, birds which remain in cities can adapt
their behaviour to these specific conditions (Isaksson 2018).

The leukocyte profile, i.e. the identification and quanti-
fication of blood immune cells, stands out among the stress

@ Springer
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RESUMO

Os parasitos hemosporideos (Haemoproteus spp. € Plasmodium spp.) sdo protozoarios
transmitidos por vetores dipteros, causam a malaria avidria e podem impactar negativamente a
sobrevivéncia e o fitness de diversas espécies de aves. Estes parasitos tém ganhado destaque
em estudos ecologicos e conservacionistas, pois as infecgdes podem estar associadas as
condi¢cdes do ambiente, incluindo alteragcdes antropicas. Os objetivos do estudo foram,;
comparar a parasitemia de hemosporideos entre areas com diferentes localizagdes (rurais,
periurbanas e urbanas) e condi¢cdes ambientais (quantidade de recursos hidricos); associar a
parasitemia com a razao heterofilo/linfocito (H/L) (indicativo de estresse cronico). Foram
capturadas 1288 aves em seis fragmentos florestais de Cerrado, entre 2013-2019, para
confecgdo e analise de extensdes sanguineas. Em cada fragmento foi mensurado o tamanho da
area ocupada por recursos hidricos em um raio de 1 km? Ao todo, 519 (40,2%) individuos
apresentaram-se infectados por hemosporideos, sendo 516 (40%) por Plasmodium spp. e 13
(1,0%) por Haemoproteus spp. Dentre as 41 espécies de aves examinadas, foi observada
infec¢ao por Haemoproteus spp. em cinco e por Plasmodium spp. em todas. A parasitemia nao
se associou ao nivel de urbanizacdo, porém diferiu entre os seis fragmentos florestais, sendo
maior naqueles onde ha maior quantidade de recursos hidricos. Esses resultados indicam que
os parasitos hemosporideos sdo favorecidos em areas que oferecem mais recursos para a
reproducdo e desenvolvimento dos vetores, independente da urbanizagdo. Isso sugere que tais
areas sdo capazes de manter o ciclo de transmissdo dos hemosporideos. A razdo H/L e a
parasitemia correlacionaram-se negativamente, indicando que as infec¢des foram brandas para
as aves e possivelmente controladas. Os resultados obtidos podem ser utilizados como uma
resposta eficiente dos efeitos dos parasitos hemosporideos em comunidades de aves sob
diferentes condi¢cdes ambientais. Assim, esses parasitos podem ser considerados tteis para
estudos de biomonitoramento ambiental.

Palavras-chave: Biomonitoramento; malaria avidria; 4gua; estresse; razdo H/L.
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ABSTRACT

Haemosporidian parasites (Haemoproteus spp. and Plasmodium spp.) are protozoa transmitted
by dipteran vectors, which cause avian malaria and can negatively impact the survival and
fitness of several bird species. These parasites are relevant for ecological and conservation
studies, as infections may be associated with environmental conditions, including anthropic
changes. The study objectives were to compare haemosporidian parasitaemia between areas
with different locations (rural, peri-urban and urban) and environmental conditions (quantity of
water resources); to associate parasitaemia with the heterophile/lymphocyte (H/L) ratio
(indicative of chronic stress). A total of 1288 birds were captured in six Cerrado forest
fragments, between 2013-2019, for the production and analysis of blood smears. In each forest
fragment, the size of the area occupied by water resources within a radius of 1 km? was
measured. Altogether, 519 (40.2%) individuals were infected with haemosporidian parasites,
516 (40%) with Plasmodium spp., and 13 (1.0%) by Haemoproteus spp. Forty-one bird species
were examined, and infection by Haemoproteus spp. in five and by Plasmodium spp. in all
species. Parasitaemia was not associated with the level of urbanization, but it differed among
the six forest fragments, being higher in those where there is a greater amount of water
resources. These results indicate that haemosporidian parasites are favored in areas that offer
more resources for vector reproduction and development, regardless of urbanization. This
suggests that such areas can maintain the haemosporidian parasites transmission cycle. The H/L
ratio and parasitaemia were negatively correlated, indicating that the infections were mild for
the birds and possibly controlled. The results obtained can be used as an efficient response to
the effects of haemosporidian parasites in bird communities under different environmental
conditions. Thus, these parasites can be considered useful for environmental biomonitoring
studies.

Keywords: Biomonitoring; avian malaria; water; stress; H/L ratio.
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INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro ¢ um hotspot em biodiversidade, sendo a savana mais diversa do
mundo (MYERS et al., 2000; STRASSBURG et al., 2017). No entanto, ¢ um bioma altamente
impactado por acdes antrdpicas, tendo suas areas naturais desmatadas e fragmentadas para o
uso agropecuario ¢ urbano (NOBREGA et al., 2017; FREITAS et al., 2020; SANTOS et al.,
2021), o que tem tornado o Cerrado mais quente nos ultimos anos (HOFMANN et al. 2021). O
desmatamento, fragmentacao, urbanizacdo e aumento de temperaturas tém sido associados a
doengas parasitarias. Estudos mostraram que a antropiza¢dao afeta as relagdes parasito-
hospedeiro, podendo levar ao surgimento e a propagagdo de doencas em populagdes naturais
(PATZ et al. 2000; STEPHENS et al., 2016; FERREIRA-JUNIOR et al., 2018; FERRAGUTI
et al. 2020; JIMENEZ-PENUELA et al., 2021; FECCHIO et al., 2021b).

Os parasitos hemosporideos (Haemoproteus spp. € Plasmodium spp.) sdo protozoarios
transmitidos por vetores dipteros e causam a maléria aviaria (VALKIUNAS; ATKINSON,
2020). Sao considerados organismos importantes para estudos de ecologia, conservaciao e
epidemiologia, pois sdao amplamente estudados (SANTIAGO-ALARCON; MARZAL, 2020),
apresentam distribui¢ao cosmopolita (CLARK et al., 2014), parasitam diversas espécies de aves
(RIBEIRO et al., 2020a), atuam como indicadores de disturbios ambientais (ELIKWO et al.,
2020), e sao modelos de estudo para a malaria humana (GARAMSZEGI, 2011). Os
hemosporideos podem impactar negativamente as populagdes de aves, pois estdo relacionados
com estresse (LUDTKE et al. 2013; DHOND; DOBSON, 2017), baixa condi¢ao corporal (DE
LA TORRE et al., 2020), reducao da sobrevivéncia e obito (VANSTREELS et al., 2014;
DINHOPL et al., 2015), além de diminuir o sucesso reprodutivo ao afetar a vocalizagdo,
caracteres e comportamentos relacionados a sele¢dao sexual (BOSHOLN et al. 2016; ELLIS et
al., 2020). Esses impactos tendem a ser piores em populagdes ndo adaptadas aos parasitos e

podem levar espécies nativas a extingdo (SAMUEL et al., 2015, 2020; LIAO et al., 2017). No
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entanto, algumas espécies podem apresentar infecdes cronicas sem manifestagdes clinicas
aparentes (RIBEIRO, 2018; SANTIAGO-ALARCON et al., 2020; RIBEIRO et al., 2020a),
devido a uma provavel relacdo coevolutiva entre parasito-hospedeiro, o que poderia reduzir a
viruléncia dos parasitos (LAURANCE et al., 2013; SCHMID-HEMPEL, 2021).

As acdes antropicas causam desequilibrios nos ciclos de transmissao dos hemosporideos
aviarios. Nas ultimas décadas a prevaléncia média de Plasmodium em aves triplicou devido ao
aumento de 1°C na temperatura global (GARAMSZEGTI, 2011). O desenvolvimento dos vetores
e dos parasitos (Plasmodium spp.) é favorecido pelo calor (LAPOINTE et al. 2010;
FERRAGUTI et al., 2020; RODRIGUES et al., 2021). O desmatamento e a fragmentagao
causam alteragdes no microclima e no micro-habitat, devido a perda de cobertura vegetal,
levando maior incidéncia de radiagdo solar para dentro das florestas, contribuindo com o
aumento da temperatura (FECCHIO et al., 2021a). Desta forma, varios estudos t€ém relatado
maior prevaléncia de hemosporideos em aves de ambientes degradados e associados a
antropizagdo (HERNANDEZ-LARA et al. 2017; FERREIRA-JUNIOR et al., 2017; FECCHIO
et al., 2021b, MURIEL et al. 2021). No entanto, ha estudos que relatam o contrario, maior
prevaléncia em areas bem preservadas, as quais podem oferecer mais locais para a reprodugdo
e desenvolvimento de vetores, como plantas epifitas (e.g. Bromeliaceae) e recursos hidricos
(LAURANCE et al., 2013; SANTIAGO-ALARCON et al., 2020; TCHOUMBOU et al. 2020;
FECCHIO et al., 2021a). H4 ainda estudos que ndo encontraram diferenga na prevaléncia entre
ambientes degradados e preservados (FERRAGUTI et al., 2018; IMENEZ-PENUELA et al.,
2019). Portanto, sugere-se que ndo hd um padrdo quanto aos efeitos antropicos sobre os
hemosporideos avidrios, pois as respostas a perturbacdo do habitat dependem do sistema
parasito-hospedeiro especifico e das condi¢des locais (FERRAGUTI et al., 2020). Além disso,

a maioria destes estudos utiliza a prevaléncia como ferramenta de comparagao entre areas. Pode
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ser que ao utilizar medidas de intensidade de infec¢do (e.g. parasitemia), obtenham-se respostas
diferentes.

Os parasitos hemosporideos sdo considerados fatores estressores para as aves, pois
cargas parasitdrias ou parasitemias altas podem estar associadas com aumentos na razao
heterofilo/linfocito (H/L) (DAVIS; MANEY, 2018). Essa razao ¢ uma ferramenta amplamente
utilizada para indicar estresse cronico em aves. A elevagdo dos niveis plasmaticos de
glicocorticoides (hormonios do estresse) desencadeia o aumento de heterdfilos e a reducdo de
linfocitos no sangue circulante, por fim aumentando os valores da razao H/L (DAVIS et al.,
2008). Estudos relataram que os hemosporideos elevam as razdes H/L (FOKIDIS et al., 2008;
SHUTLER; MARCOGLIESE, 2011; WOJCZULANIS-JAKUBAS et al., 2012), enquanto
outros nao encontraram tal evidéncia (RIBEIRO, 2018; DIMITROV et al., 2019; SANTIAGO-
ALARCON et al., 2020). A razdo H/L também ¢ uma ferramenta indicadora de disturbios
ambientais, pois a razdo H/L aumenta em aves expostas a urbanizagio e polui¢io (BAUEROVA
et al., 2017, 2020; CID et al., 2018; MEISSNER et al., 2020; RIBEIRO et al. 2020b). Assim,
ao analisar os hemosporideos aviarios em associagdo com a razdo H/L ¢é provavel que se tenha
uma visao mais abrangente da satide das aves frente as alteragdes antropicas.

Este estudo objetivou analisar e determinar a prevaléncia, a parasitemia de
hemosporideos e a razdo H/L em aves de fragmentos florestais de Cerrado sob diferentes
condi¢des ambientais (tais como, localizagdo em relagdo a urbanizacdo, tamanho do fragmento
florestal e quantidade de recursos hidricos). Espera-se que a parasitemia seja maior nos
fragmentos com maiores reservas de 4agua, considerando que tais ambientes podem
proporcionar mais recursos para os vetores dos parasitos se desenvolverem. Também se espera
que a parasitemia correlacione com a razdo H/L, indicando que aves parasitadas apresentam

maior estresse.



35

MATERIAIS E METODOS
Areas de estudo

O estudo foi realizado em seis fragmentos florestais em trés municipios do estado de
Minas Gerais, Brasil (Fig. 1). Os fragmentos estdo inseridos no bioma Cerrado e apresentam
floresta estacional semidecidual e mata de galeria como fitofisionomias predominantes. As
condi¢cdes climaticas dos fragmentos sdo semelhantes, pois todos estdo dentro do subdominio
climatico tropical semiseco, que consiste em 6-7 meses secos, com precipitacdo pluviométrica
anual de 1350-1650 mm, e temperatura média do més mais frio de 18°C-21,5°C (NOVAIS et
al., 2018). Os fragmentos florestais foram classificados em trés grupos de acordo com a zona
de localizagdo: rural, periurbana e urbana, sendo dois de cada grupo. As areas rurais estao
situadas a aproximadamente 20 km da cidade mais préxima, as periurbanas apresentam limites
com o perimetro urbano da cidade de Uberlandia e as urbanas constituem-se de parques
localizados dentro da cidade (BAESSE, 2019).

Todos os fragmentos florestais apresentam recursos hidricos (lagoas artificiais ou
corregos) no interior ou nas margens. A area dos recursos hidricos foi estimada em um raio de
1 km? a partir do local de captura das aves em cada fragmento florestal. As mensuracdes foram
realizadas no software Google Earth Pro com auxilio da base de dados do Sistema Nacional de
Informagdes sobre Recursos Hidricos (SNIRH, https://www.snirh.gov.br/) da Agéncia
Nacional de Aguas e Saneamento Bésico (ANA, 2021). As caracteristicas dos fragmentos

florestais estdo detalhadas na tabela 1.
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Figura 1. Mapa indicando a localizag¢do dos fragmentos florestais (verde), em relagdo as areas urbanas (cinza) e

aos recursos hidricos (azul).
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Tabela 1. Caracteristicas e localizacdo das areas de estudo. O tamanho da area dos fragmentos florestais e da area

ocupada por recursos hidricos foi medido em hectares (ha). A distancia das cidades foi medida em quilometros

(km).

Areas de estudo

Distancia da

Municipio Zona de Coordenadas Tamanho  Recursos hidricos em
(fragmentos cidade mais
da area localizacao geograficas da darea um raio de 1 km?
florestais) proxima

Agua Fria (AF) Araguari Rural 18°29'S; 48°23' O 26,3 km 200 ha 0,90 ha
Galheiro (GA) Perdizes Rural 19°14' S; 47°08' O 19,75 km 260 ha 5,20 ha
Gloria (GL) Uberlandia Periurbana 18°57'S; 48°12' O 0,92 km 30 ha 2,26 ha
Sao José (S]) Uberlandia Periurbana 18°51'S; 48°13' O 0,73 km 20 ha 0,30 ha
Parque do Sabia (SB) Uberlandia Urbana 18°55"S; 48°17' O 0 km 30 ha 4,84 ha
Parque Siquierolli (ST) Uberlandia Urbana 18°52'S; 48°17' O 0 km 23 ha 0,29 ha

Coleta de dados

Em cada fragmento florestal foram realizadas oito campanhas de campo com duragdo
de cinco dias cada, entre junho de 2013 a junho de 2019. Para a captura das aves foram
utilizadas 20 redes de neblina (12m x 3m de altura), expostas em trilhas entre 06h30min e
17h00min. A cada 30 minutos, as redes eram conferidas e as aves capturadas eram retiradas e
acomodadas em sacos de tecido para transporte e pesagem e na sequéncia serem encaminhadas
para identificagdo, marcagao e coleta de sangue. Todas as aves foram identificadas em nivel de
espécie de acordo com Sigrist (2009) e Gwynne et al. (2010) e marcadas com anilhas metalicas
fornecidas pelo Centro de Pesquisa para a Conservacao de Aves Silvestres (CEMAVE/ICMBio
- Autorizagdo: 3730 - Registro: 359076). A nomenclatura e ordem taxondmica das espécies
seguiram as normas propostas pelo Comité Brasileiro de Registros Ornitoldgicos
(PIACENTINI et al., 2015).

O sangue das aves (aproximadamente 5,0ul) foi coletado com agulhas descartaveis
(8mm x 0,3mm) a partir de uma pequena puncado na veia tarsal (SISBIO/ICMBio - Autorizagao:
44901; CEUA/UFU — Autorizacdo: 038/18). Em seguida, o sangue foi diretamente gotejado
sobre uma lamina de microscopia, € com auxilio de uma lamina extensora inclinada em 45° foi

feita a extensdo sanguinea (duas por individuo). As extensdes foram fixadas com metanol
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absoluto e coradas com solucdo de Giemsa (5%) e tampao fosfato (BAESSE et al., 2019). As
analises foram realizadas em microscopio Optico, com objetiva de 100x, utilizando 6leo de
imersdo. Os hemosporideos foram identificados quanto aos géneros (Haemoproteus e/ou
Plasmodium) conforme as descricdes de Valkiunas (2005) e quantificados a partir da
observagao de 200 campos microscopicos por individuo (GODFREY et al., 1987). Os
leucocitos foram identificados e quantificados de acordo com Clark et al. (2009) e Campbell
(2015). A razdo H/L foi calculada a partir da divisdo entre o nimero de heterofilos por linfocitos

(RIBEIRO et al., 2022).

Analises estatisticas

Para verificar se houve diferenga na parasitemia dos individuos entre os fragmentos
florestais ¢ entre as zonas de localizacdo destes, foram realizados testes de Kruskal-Wallis
seguidos de testes de comparagdes multiplas de Dunn. Foram feitas correlagdes de Spearman
entre a razdo H/L e a parasitemia dos individuos. Também foram realizadas correlagdes de
Spearman entre as médias das parasitemias em relacdo ao tamanho da area de recursos hidricos
de cada fragmento florestal. Para verificar se houve diferencga na parasitemia das espécies entre
as areas foram realizados testes de Kruskal-Wallis e testes de Mann-Whitney. Espécies que
apresentaram numero amostral (n) suficiente (igual ou acima de cinco individuos) em trés ou
mais areas foram analisadas por Kruskal-Wallis seguidos do teste de comparagdes multiplas de
Dunn. Espécies com n suficiente em apenas duas areas foram analisadas por Mann-Whitney.
Também foram realizadas correlagdes de Spearman entre a razao H/L e a parasitemia de todas
as espécies. As analises foram realizadas no software GraphPad Prism 6.0 e conduzidas no nivel

de significancia menor ou igual a 0,05.
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RESULTADOS

Foram capturados 1288 individuos e analisadas 2576 extensdes sanguineas. Ao todo,
519 (40,2%) individuos apresentaram-se infectados por hemosporideos, sendo 516 (40%) por
Plasmodium spp. e 13 (1,0%) por Haemoproteus spp. Houve coinfec¢ao entre ambos os géneros
de parasitos em 10 individuos. Em todas as areas houve individuos infectados, com prevaléncias
entre 16,4% (Parque do Siquierolli) a 51,1% (Galheiro) (Tabela 2). Houve diferenca
significativa na parasitemia dos individuos entre as areas (H = 50,29, p < 0,0001; Tabela 3),
sendo o fragmento florestal Galheiro a area com a maior média (2,92 + 3,18), e Parque
Siquierolli com a menor (0,73 £ 2,39; Fig. 2). Nao houve diferengca na parasitemia dos
individuos em relagdo as zonas de localizagdo (rural, periurbana e urbana) (H = 5,550, p =
0,0623). As médias das parasitemias correlacionaram-se positivamente com o tamanho das
areas dos recursos hidricos dos fragmentos florestais (rs = 0,8857; p = 0,0333, Fig. 3). A razao
H/L e a parasitemia dos individuos correlacionaram-se negativamente (rs = -0,08637; p =
0,0019, Fig. 4).

Foram examinadas 41 espécies (16 familias) de aves. Foi observada infec¢do por
Plasmodium spp. em todas as espécies. No entanto, apenas cinco espécies (Neopelma
pallescens, Antilophia galeata, Corythopis delalandi, Turdus rufiventris e Basileuterus
culicivorus) apresentaram individuos infectados por Haemoproteus spp. (Tabela 4). Em sete
espécies (Dysithamnus mentalis, Thamnophilus pelzelni, Tolmomyias sulphurescens, Turdus
rufiventris, Turdus amaurochalinus, Dacnis cayana, Saltator maximus) foram encontradas
correlacdes negativas e significativas entre razdo H/L e parasitemia (Tabela 4). Quanto as
diferencas na parasitemia das espécies entre as areas de estudo, foram analisadas somente 24
espécies, devido ao nlimero amostral (minimo de cinco individuos por area). Seis espécies

(Nonnula rubecula, Conopophaga lineata, Antilophia galeata, Pitangus sulphuratus, Turdus
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leucomelas, Coereba flaveola) apresentaram diferengas significativas na parasitemia entre as

areas de estudo (Tabela 5, Fig. 5).

Tabela 2. Prevaléncia (%) de aves infectadas por hemosporideos de acordo com as areas de estudo. (*) Areas em

que houve individuos coinfectados com ambos os géneros de parasitos.

i Individuos Individuos infectados (%)
reas
examinados Plasmodium spp. Haemoproteus spp. Total
Agua Fria 216 72 (33,3%) 0 72 (33,3%)
Galheiro 276 141 (51,1%) 8 (2,89%) 143 (51,8%)*
Gloria 309 137 (44,3%) 3 (0,97%) 137 (44,3%)*
Sdo José 142 50 (35,2%) 0 50 (35,2%)
Parque do Sabia 193 91 (47,1%) 1 (0,51%) 91 (47,1%)*
Parque Siquierolli 152 25 (16,4%) 1 (0,65%) 26 (17,1%)
Total 1288 516 (40,06%) 13 (1%) 519 (40,2%)*
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Figura 2. Diferencas gerais na parasitemia de todos os individuos examinados entre as areas de estudo. As barras

representam as médias e os tragos, os erros-padrdo. As letras minusculas acima das caixas representam as

diferengas estatisticas entre as areas obtidas pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn (AF: Agua Fria, GA:

Galheiro, GL: Gléria, SJ: Sdo José, SB: Sabia, SI: Siquierolli).
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Tabela 3. Resultados do teste de comparagdes multiplas de Dunn entre as areas de estudo. vs. = comparacdes entre

areas. * =p < 0,05, ** =p < 0,01, ¥** =p < 0,001, ns = ndo significativo.

Comparagdes multiplas de Dunn Probabilidade de significancia (p)

Agua Fria vs. Galheiro ok
Agua Fria vs. Gloria *
Agua Fria vs. Sdo José ns
Agua Fria vs. Sabia wox
Agua Fria vs. Siquierolli ns
Galheiro vs. Gloria ns
Galheiro vs. Sdo José ok
Galheiro vs. Sabia ns
Galheiro vs. Siquierolli ok ok
Gloria vs. Sdo José ns
Gloria vs. Sabia ns
Gloria vs. Siquierolli ok
Sdo José vs. Sabia ns
Sao José vs. Siquierolli *
Sabia vs. Siquierolli ok ok
A B
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Figura 3. Correlagdo positiva e significativa encontrada entre as parasitemias médias das aves com o tamanho da
area dos recursos hidricos (em hectares) das areas estudadas (A). Correlagao negativa e significativa encontrada

entre a razao H/L e a parasitemia de todos os individuos examinados (B).
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Tabela 4. Espécies de aves de acordo com o nimero de individuos examinados e infectados por hemosporideos. Os valores das parasitemias e razdes H/L das espécies estdo

representados em média (X) e desvio-padrdo (DP). Correlagdes de Spearman (rs) com probabilidade de significAncia (p) menor ou igual 4 0,05 estdo destacadas em negrito.

Familias Individuos Individuos infectados (%) Parasitemia Raziao HL Correlagiao
Espécies examinados Plasmodium spp. Haemoproteus spp. Total (Y + DP) (Y + DP) rs p
Galbulidae
Galbula ruficauda 15 5(33,3%) 0 5(33,3%) 0,86 + 1,35 1,12+ 1,19 0,3011 0,2744
Bucconidae
Nonnula rubecula 13 7 (53,8%) 0 7 (53,8%) 2,15+2.44 0,36 + 0,42 -0,2609 0,2897
Thamnophilidae
Dysithamnus mentalis 12 3 (25%) 0 3 (25%) 0,91 + 1,67 0,31 +0,43 -0,4143 0,0121
Herpsilochmus longirostris 17 5(29,4%) 0 5(29,4%) 0,82 +1,38 1,49+2,14 -0,2471 0,0611
Thamnophilus doliatus 14 6 (42,8%) 0 6 (42,8%) 2,14+£3,0 1,47 £ 1,57 -0,368 0,0896
Thamnophilus pelzelni 14 6 (42,8%) 0 6 (42,8%) 1,50 £ 1,91 0,98 £ 1,82 -0,432 0,05
Conopophagidae
Conopophaga lineata 16 7 (43,8%) 0 7 (43,8%) 2,68 +£4,57 0,35+0,31 -0,0439 0,5972
Furnariidae
Clibanornis rectirostris 17 6 (35,2%) 0 6 (35,2%) 1,47 +£3,39 1,59+ 1,35 -0,1903 0,1608
Synallaxis scutata 7 2 (28,5%) 0 2 (28,5%) 1,0+ 1,91 0,60 £ 0,31 -0,2247 0,381
Pipridae
Neopelma pallescens 18 12 (66,6%) 2 (11,1%) 12 (66,6%) 4,0 + 3,66 0,65+ 0,56 0,131 0,6045
Pipra fasciicauda 52 16 (30,7%) 16 (30,7%) 0,86 + 1,49 0,68 +£0,71 -0,08495 0,5493
Antilophia galeata 197 94 (47,7%) 4 (2,03%) 94 (47,7%) 3,35+6,43 1,16 £ 1,66 -0,007459 0,9171
Tityridae
Schiffornis virescens 14 10 (71,4%) 0 10 (71,4%) 3,14 £ 3,46 0,64 +0,43 0,02492 0,933




43

Familias Individuos Individuos infectados (%) Parasitemia Raziao HL Correlagio
Espécies examinados Plasmodium spp. Haemoproteus spp. Total (Y + DP) (Y + DP) rs p
Platyrinchidae
Platyrinchus mystaceus 16 11 (64,7%) 0 11 (64,7%) 3,64 +4,13 0,53 + 0,61 0,02896 0,9118
Rhynchocyclidae
Mionectes rufiventris 12 6 (50%) 1(8,33%) 6 (50%) 2,41+2.74 0,87+ 0,94 -0,4467 0,0893
Leptopogon amaurocephalus 66 18 (27,2%) 0 18 (27.,2%) 1,05 +2.21 1,49+ 1,79 -0,03314 0,7869
Corythopis delalandi 41 15 (17,8%) 1(2,43%) 15 (17,8%) 1,97 + 3,40 0,88 + 1,81 0,006573 0,9675
Tolmomyias sulphurescens 61 24 (39,3%) 0 24 (39,3%) 1,73 £2,85 1,20+ 1,44 -0,262 0,0414
Tyrannidae
Elaenia parvirostris 18 10 (55,5%) 0 10 (55,5%) 2,44 +£ 2,54 0,37 +0,37 -0,1543 0,541
Casiornis rufus 11 6 (54,5%) 0 6 (54,5%) 2,36 +2,50 0,65+ 0,53 0,01926 0,9204
Pitangus sulphuratus 30 17 (56,6%) 0 17 (56,6%) 2,80 + 3,35 2,64 +2.90 -0,02714 0,8868
Tyrannidae
Cnemotriccus fuscatus 23 7 (30,4%) 0 7 (30,4%) 1,30 + 2,58 1,34+ 1,32 -0,3087 0,1517
Lathrotriccus euleri 26 13 (36,1%) 0 13 (36,1%) 2,0 +4,54 0,72 £ 0,75 -0,1139 0,5084
Vireonidae
Cyclarhis gujanensis 8 3 (37,5%) 0 3 (37,5%) 1,25+ 1,75 1,64 £1,73 -0,3437 0,2143
Troglodytidae 0
Cantorchilus leucotis 12 5 (41,66%) 0 5 (41,66%) 1,83 +£3,27 0,72 £0,96 0,05471 0,8585
Turdidae
Turdus leucomelas 63 24 (38,0%) 0 24 (38,0%) 1,66 + 2,67 0,67 +0,74 -0,09623 0,4531
Turdus rufiventris 24 10 (41,6%) 2 (8,33%) 11 (45.8%) 3,08 +5,29 0,66 + 0,42 -0,5889 0,0025
Turdus amaurochalinus 13 3 (23,07%) 0 3 (23,07%) 0,61 +1,19 0,49 + 0,28 -0,3021 0,021
Turdus subalaris 6 3 (50%) 0 3 (50%) 1,50+ 1,97 0,51+0,29 -0,2469 0,5
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Familias Individuos Individuos infectados (%) Parasitemia Raziao HL Correlagio
Espécies examinados Plasmodium spp. Haemoproteus spp. Total (Y + DP) (Y + DP) rs p
Passerellidae
Arremon flavirostris 30 8 (26,6%) 0 8 (26,6%) 1,36 £ 3,05 1,12+1,53 0,07836 0,6807
Parulidae
Basileuterus culicivorus 87 33 (37,9%) 3 (3,44%) 35 (40,22%) 1,81 £2,82 0,78 £ 0,95 -0,008786 0,9356
Myiothlypis flaveola 95 29 (30,5%) 0 29 (30,5%) 1,40 +£2,90 0,70 £ 0,93 -0,1475 0,1537
Myiothlypis leucophrys 33 14 (42,4%) 0 14 (42,4%) 1,45+2,19 0,91 £0,97 -0,2401 0.1783
Thraupidae
Tangara palmarum 10 1 (10%) 0 1 (10%) 0,30+ 0,94 0,55+0,36 0,5222 0,2
Tangara cayana 25 5 (20%) 0 5 (20%) 0,76 = 1,64 0,63 +0,83 0,06935 0,7419
Eucometis penicillata 67 31 (46,2%) 0 31 (46,2%) 1,91 £2,54 1,35+ 1,44 -0,1919 0,117
Tachyphonus coronatus 7 4 (57,1%) 0 4 (57,1%) 3,85+4,18 0,14 +0,12 -0,5614 0,1524
Dacnis cayana 7 1 (14,2%) 0 1 (14,2%) 0,42 +1,13 2,37 +3,19 -0,4119 <0,0001
Coereba flaveola 25 9 (36%) 0 9 (36%) 2,28 + 3,64 0,56 + 0,66 -0,2926 0,1558
Saltator maximus 30 13 (43.,3%) 0 13 (43,3%) 1,33+ 174 1,18+1,39 -0,3509 0,05
Saltator similis 26 14 (53.8%) 0 14 (53.8%) 2,80 + 3,42 1,04 + 1,39 0,2025 0,3212
Total 1288 516 (40%) 13 (1%) 519 (40,2%) 1,99 + 3,73 1,01 £1,58 -0,08637 0,0019




45

Tabela 5. Médias (X) e desvios padrio (DP) das parasitemias das espécies de acordo com o numero de individuos examinados (n) nas diferentes areas de estudo. Diferencas

estatisticas estdo destacadas em negrito (H = teste de Kruskal-Wallis, U = teste de Mann-Whitney, p = probabilidade de significancia).

Familias Agua Fria Galheiro Gléria Sao José Sabia Siquierolli Total
B _ _ _ _ _ B Estatisticas
Espécies X £+ DP (n) X £ DP (n) X = DP (n) X £+ DP (n) X £+ DP (n) X £+ DP (n) X £ DP (n)
Galbulidae
Galbula ruficauda €)) 0) (0) 2,50+£0,70 (2) 2,0+2,82(2) 0,40+ 0,84 (10) 0,86+ 1,35(15)
Bucconidae
Nonnula rubecula 0,40 + 0,89 (5) 3,25+2,49 (8) 0) (0) (0) (0) 2,15+244(13) U=6,500,p=0,0497
Thamnophilidae
Dysithamnus mentalis 0,87 + 1,64 (8) 1,0+ 1,73 (4) 0) 0) 0) 0) 0,91 + 1,67 (12)
Herpsilochmus longirostris (0) ) 1,50+ 1,76 (6) 0,60 £ 1,34 (5) 0) 0,33 £ 0,81 (6) 0,82+1,38(17) H=2,131,p=0,379
Thamnophilus doliatus 0) (0) (1) () €)) 2,18+£3,06(11) 2,14+ 3,00 (14)
Thamnophilus pelzelni 2,50+£3,53(2) 2,40+ 1,51 (5) 0,57+ 1,51 (7) (0) (0) 0) 1,50+ 1,91 (14) U =17,500, p=0,0720
Conopophagidae
Conopophaga lineata 0,75+ 1,48 (8) 5,28 £5,96 (7) (0) 0,33 (1) (0) (0) 2,68 + 4,57 (16) U=12,0,p=0,050
Furnariidae
Clibanornis rectirostris (0) 0) 2,85+ 5,01 (7) (1) (1) 0,25+ 0,70 (8) 1,47+ 3,39 (17) U=15,0,p=0,100
Synallaxis scutata 1,0+ 1,91 (7) 0) (©) (0) 0) 0) 1,0+ 1,91 (7)
Pipridae
Neopelma pallescens (D 4,11+£3,73 (17) 0) 0) 0) 0) 4,0 £3,66 (18)
Pipra fasciicauda 0,86 + 1,49 (52) 0) 0) 0) (0) 0) 0,86 + 1,49 (52)
Antilophia galeata 0,71+ 1,26 (14) 4,0+ 8,25 (35) 4,0+825(097) 1,80+221(30) 0,71+1,26(20) ) 3,35+6,43 (197) H=15,65, p=10,0335
Tityridae
Schiffornis virescens 0) 3,14 £ 3,46 (14) (0) 0) (0) 0) 3,14+ 3,46 (14)
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Familias Agua Fria Galheiro Gléria Sao José Sabia Siquierolli Total .
Espécies X = DP (n) X £+ DP (n) X = DP (n) X £+ DP (n) X = DP (n) X = DP (n) X £ DP (n) Fstatisticas
Platyrinchidae
Platyrinchus mystaceus (1 4,83 + 5,45 (6) 3,22+ 3,56 (8) (0) 0) ) 3,64+ 4,13 (16) U=24,p=0,745
Rhynchocyclidae
Mionectes rufiventris 2,41 +£2,74 (12) 0) 0) 0) 0) 2,41 +£2,74 (12)
Leptopogon amaurocephalus 1,08 +2,48 (21) 0,40+ 0,84 (10) 1,28+1,60(7) 0,75+1,48(8) 2,16 +3,37(12) 0,25 £ 0,70 (8) 1,05 + 2,21 (66) H=3,192,p=0,670
Corythopis delalandi 0,50+1,06(8) 2,84+£3,96((26) 0,42+1,13(7) (0} 0) 0) 1,97 £3,40 (41) H=422,p=0,120
Tolmomyias sulphurescens 0 0) 1,64+ 1,86 (14) 3,18+4,47(16) 1,61 +£2,03(18) 0223+£0,83(13) 1,73 +2,85(61) H=7,178, p= 0,066
Tyrannidae
Elaenia parvirostris 0) 2,44 + 2,54 (18) 0) 0) (0) 0) 2,44 £2,54 (18)
Tyrannidae
Casiornis rufus (0) 2,36 £2,50 (11) (0) (0) 0) (0) 2,36 +£2,50 (11)
Pitangus sulphuratus (0) 0) 0) 0) 3,56+ 3,47 (23) 0,28 £ 0,75 (7) 2,80 + 3,35 (30) U=29, p=0,007
Cnemotriccus fuscatus (1) 2,85+ 3,97 (7) 0£0(5 0,50 + 0,70 (2) 0) 0,87 + 1,80 (8) 1,30+ 2,58 (23) U =21,00,p=0,3473
Lathrotriccus euleri 1,66 +1,52(3) 1,55+£2,81(18) 2,75+221 (4) 0,75+£0,95 (4) (1 0=+0(6) 2,0 + 4,54 (36) U =39,00, p=10,2801
Vireonidae
Cyclarhis gujanensis 0) 0) 0+0(2) 3,33+ 0,57 (3) (0) 0+0(3) 1,25+ 1,75 (8)
Troglodytidae
Cantorchilus leucotis 0) (1 0,60 = 0,89 (5) ) 4,25+5,054) 0+0(Q) 1,83 £3,27 (12)
Turdidae
Turdus leucomelas 1,71 £ 2,62 (7) 2,37+£228(16) 0,63+£1,56(11) 2,87+3,44(16) 0,15+£0,55(13) 1,66+ 2,67 (63) H=11,76, p=0,019
Turdus rufiventris (1) (1 (1) 0) 2,42 £2,57 (7) 3,0+6,16 (14) 3,08 £ 5,29 (24) U =41,50,p=0,560
Turdus amaurochalinus (0) 0) 0) (0) 0,50+ 1,08 (10) 1,00+ 1,73 (3) 0,61+ 1,19 (13)
Turdus subalaris (0) 0) 1,00+ 1,41 (2) (©) 1,75+2,36 (4) (0) 1,50 + 1,97 (6)
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Familias Agua Fria Galheiro Gléria Sao José Sabia Siquierolli Total .
Espécies X = DP (n) X £+ DP (n) X = DP (n) X £+ DP (n) X = DP (n) X = DP (n) X £ DP (n) Fstatisticas
Passerellidae
Arremon flavirostris 0£0() 1,80+ 3,15 (10) 1,27+ 3,21 (18) 0) 0) 0) 1,36 £ 3,05 (30) H=76,5,p=0,4551
Parulidae
Basileuterus culicivorus 2,08 +3,86(23) 2,19+2,67(21) 1,88+£239(27) 0,81+£1,83(11) 0,80+1,78(5) 0) 1,81 +2,82 (87) H=3.,87,p=0,423
Myiothlypis flaveola 0,50+1,0(20) 2,25+4,04(28) 1,0+1,76 (10) 1,15+2,39(20) 2,50+3,86(10) 0,28+0,75(7) 1,40 £ 2,90 (95) H=4,640, p=0,461
Myiothlypis leucophrys 1,25+ 1,86 (12) 0) 0,92+ 1,77 (14) (1) 3,33+ 3,07 (6) 0) 1,45+ 2,19 (33) H=5,118,p=0,077
Thraupidae
Tangara palmarum 0 ) 0) ()] 0,30 + 0,94 (10) 0) 0,30+ 0,94 (10)
Tangara cayana (0) 2 1,66 + 1,86 (6) 0,64 +1,73 (14) 0£0(@3) 0,76 £ 1,64 (25) U =28,00, 0,2487
Eucometis penicillata 1,85+2,34(19) 3,0+1,87(5) 3,12+3,20(16) 1,20+1,93 (15) 1,42+2,99 (7) 0£0(5) 1,91+£2,54(67) H=10,07,p=0,0733
Tachyphonus coronatus 0) 3,85+ 4,18 (7) 0) 0) 0) ) 3,85+4,18(7)
Dacnis cayana (0) ) 0) 0,75+ 1,50 (2) 0,75+ 1,50 (4) 0,28 (1) 0,42 +1,13(7)
Coereba flaveola 0) 7,0 4,58 (3) 3,0£5,193) 0) 320£327(5) 0,78+2,42(14) 2,28+3,64 (25) U=19,0, p=10,050
Saltator maximus 0) 0) 1,77+1,71(9) 1,71 +£2.21(7) 1,0 +£ 1,67 (6) 0,75+ 1,48 (8) 1,33+ 1,74 (30) H =2,400, p = 0,493
Saltator similis 0) 0) 3,05+£3,84(17) 2,50+£3,53(2) 2,28+226(7) 0) 2,80 + 3,42 (26) U =56,0,p=0,839
Total 1,12+ 2,10 (216) 2,92+3,18 (276) 2,51 £5,22 (309) 1,45+2,58 (142) 2,22 +3,27(193) 0,73 +2,39(152) 1,99+3,73 (1288) H =50,29,<0,0001
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Figura 5 (A-H): Espécies em que a parasitemia diferiu estatisticamente entre as areas de estudo. As barras
representam as médias e os tragos, os erros-padrdo. A-D: diferengas obtidas pelo teste de Mann-Whitney
(p < 0,05). E-F: diferencas obtidas pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). * = representa as diferengas
obtidas pelo teste de comparagdes miltiplas de Dunn (p < 0,05). (Areas de estudo: AF: Agua Fria, GA:
Galheiro, GL: Gloria, SJ: Sdo José, SB: Parque do Sabia, SI: Parque Siquierolli).
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DISCUSSAO

Verificou-se que parasitos hemosporideos ocorrem em todas as areas do estudo
sob uma prevaléncia média geral de 40,1%. Estudos anteriores conduzidos no mesmo
bioma encontraram prevaléncias inferiores: 19,1% (FERREIRA-JUNIOR et al., 2018) e
19,89% (RIBEIRO et al., 2020a), enquanto outros encontraram prevaléncias superiores:
49% (BELO et al., 2011) e 54,8% (LACORTE et al., 2013). Portanto, a prevaléncia de
hemosporideos varia conforme a localizacdo do estudo, pois a transmissao de tais
parasitos ¢ influenciada por diversas variaveis abioticas e bidticas, como temperatura,
umidade, vegetacao, biologia e comportamento dos hospedeiros (FECCHIO et al., 2019;
ELLIS et al., 2020; CHAPA-VARGAS et al., 2020; RODRIGUES et al., 2021). Todas as
espécies examinadas no presente estudo apresentaram individuos infectados por
Plasmodium spp., enquanto apenas cinco espécies foram positivas para Haemoproteus
spp. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que os parasitos do género
Haemoproteus sao restritos aos 6rgaos internos dos hospedeiros em certos periodos do
ano, sendo dificil de detecta-los no sangue periférico (MENDES et al., 2013; PEREZ-
RODRIGUEZ et al., 2015; FERREIRA-JUNIOR et al., 2017). Além disso, o
desenvolvimento dos parasitos do género Plasmodium ¢ favorecido pelo calor
(LAPOINTE et al. 2010; RODRIGUES et al., 2021) o que poderia explicar a ocorréncia
em todas as espécies examinadas, considerando que o Cerrado brasileiro ¢ um bioma
tropical que esta cada vez mais quente (HOFMANN et al., 2021).

A parasitemia dos individuos diferiu entre as areas de estudo, sendo a maior média
encontrada no fragmento florestal Galheiro. Essa ¢ uma érea relativamente grande (260
ha), com pouca influéncia antrépica, pois estd dentro de uma unidade de conservagao
ambiental localizada aproximadamente a 20 km da cidade mais proxima (BAESSE et al.,

2019; GONCALVES et al., 2020). E margeada por um grande reservatorio de uma usina
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hidrelétrica (reservatorio de Nova Ponte, MG) e apresenta varios cursos de agua bem
distribuidos espacialmente, incluindo cinco nascentes (CEMIG, 2014). Estas
caracteristicas podem favorecer o desenvolvimento dos vetores e podem explicar a maior
prevaléncia e parasitemia. Estudos anteriores encontraram maiores prevaléncias em areas
preservadas, e sugerem que tais resultados se devem ao fato destas areas serem
abundantes em agua e cobertura florestal, fatores propicios para a biologia dos vetores
(LAURANCE et al., 2013; ELIKWO et al. 2020; SANTIAGO-ALARCON et al., 2020;
TCHOUMBOU et al. 2020; FECCHIO et al., 2021a). Em contrapartida, a area mais
antropizada e degradada do presente estudo (Parque Siquierolli) apresentou a menor
prevaléncia e parasitemia. Esta area possui fragmento florestal pequeno (23 ha),
localizado em um parque urbano margeado por quatro bairros e uma rodovia. Apresenta
trilhas com solos compactados devido a movimentagao constante de pessoas, conta com
dois corregos poluidos por efluentes nas bordas superior e lateral do parque, e tem a mata
descontinuada em algumas partes, onde existem pastagens com gramineas invasoras, sem
vegetacdo arborea significativa (REZENDE et al., 2012). Esses fatores podem explicar a
baixa parasitemia, pois a abundincia de recursos hidricos e o acimulo de 4gua sdo
fundamentais para a proliferagdo de vetores e consequentemente para a transmissao dos
parasitos (KRAMA et al., 2015; CHAPA-VARGAS et al., 2020). A compactagdo do solo
gera maior escoamento de agua (ZEMKE et al., 2019), podendo impedir a formagdo de
pogas. A baixa cobertura florestal proporciona dessecacdo no interior das matas, o que
pode influenciar as comunidades de vetores, reduzindo seus habitats de reprodugdo
(BRIANT et al., 2010; LAURANCE et al., 2013). Além disso, a polui¢do pode afetar
negativamente a sobrevivéncia dos vetores de hemosporideos avidrios e diminuir as taxas

de infec¢do nos hospedeiros (VALKIUNAS, 2005; CHAPA-VARGAS et al., 2020).
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Nao foi encontrada diferenca na parasitemia ao comparar as areas por grupos
(rural, periurbano e urbano). Aparentemente, a urbanizagao nao interfere na parasitemia,
mas sim as caracteristicas especificas de cada area. Por exemplo, o fragmento florestal de
Agua Fria apresentou parasitemia inferior ao de Galheiro e ambos sio reas rurais grandes
e distantes (20 km) do ambiente urbano (BAESSE et al., 2019). Entretanto, o fragmento
de Galheiro situa-se em uma reserva ambiental e tem mais recursos hidricos (cerca de
5,20 ha em um raio de 1 km?), enquanto o de Agua Fria tem apenas um ribeirdo (0,90 ha)
e esta dentro de uma fazenda privada de uso agropecuario, com plantacdes de soja, tomate
e pastagens (LOPES, 2010). E provavel que a maior disponibilidade de 4gua em Galheiro
favoreca os vetores ¢ aumente as infecgdes, mas também ¢ provavel que o possivel uso
de agrotoxicos nas plantagdes no entorno do fragmento florestal de Agua Fria afete a
comunidade local de vetores, diminuindo a transmissdo dos parasitos (VALKIUNAS,
2005; CHAPA-VARGAS et al., 2020). Um estudo feito no Ribeirdo de Agua Fria
encontrou baixa diversidade de macroinvertebrados bentonicos, incluindo Diptera, o que
foi atribuido aos distlrbios antropicos causados pelas areas de pastagem e plantio nos
arredores do fragmento florestal (PEREIRA, 2018). Outro exemplo, ¢ que o fragmento
florestal de Sao José apresentou parasitemia inferior ao do Gloria e ambos sdo areas
periurbanas com aproximadamente 0,5 km de distancia da cidade (BAESSE et al., 2019),
porém o Gloéria tem duas nascentes, uma lagoa e um corrego (somados representam uma
area de aproximadamente 2,26 ha) dentro do fragmento florestal (PRIETO;
COLESANTI, 2012), e no entorno ha varios reservatorios artificiais para piscicultura e
ranicultura (DOURADO et al., 2016), enquanto o Sao José tem apenas um corrego (0,30
ha) em uma das extremidades do fragmento. Por ultimo, seguindo o mesmo padrio, o
Parque Siquierolli apresentou parasitemia inferior ao Parque do Sabia, e ambos estdo

localizados dentro da cidade de Uberlandia, porém o Parque do Sabié possui um conjunto



52

hidrografico que perpassa por toda a area (cerca de 4,84 ha em um raio de 1 km?), sendo
constituido por trés nascentes e um corrego que abastecem uma lagoa maior e sete outras
menores, também ha uma estagdo de piscicultura com diversos tanques, enquanto o
Parque Siquierolli tem apenas dois corregos pequenos (0,30 ha) e poluidos nas
extremidades (MOREIRA et al., 2011). O Parque do Sabia foi inaugurado em 1982 ¢ o
Parque Siquierolli em 2002, isso reflete na estrutura da vegetagdo arbdrea de ambos,
sendo que o mais antigo esta em estagio de sucessao mais avangado, com maior cobertura
florestal (MOREIRA et al., 2011; REZENDE et al., 2012), fatores que podem oferecer
melhores condi¢des para os habitats de reproducdo dos vetores (YASOUKI, 2007;
TCHOUMBOU et al., 2020). Por fim, sugere-se que as caracteristicas das areas,
sobretudo a abundancia de recursos hidricos seja um dos fatores que influenciam na maior
parasitemia. Tal constatacdo pode ser confirmada pela correlagdo positiva e significativa
encontrada entre o tamanho da drea de recursos hidricos em um raio de 1 km? em cada
fragmento florestal com as parasitemias médias das aves (Fig. 3).

Houve diferenga significativa na parasitemia em seis espécies (Nonnula rubecula,
Conopophaga lineata, Antilophia galeata, Pitangus sulphuratus, Turdus leucomelas,
Coereba flaveola) entre os fragmentos florestais estudados. O padrdo exibido pelos
individuos repete nessas espécies, pois foi observado que Galheiro, Gléria e Parque do
Sabia também sdo as dreas com maior parasitemia (Figura 5). Essas espécies apresentam
determinado grau de dependéncia de areas florestais para sobreviverem, principalmente
matas de galeria, (exceto P. sulphuratus), sendo que N. rubecula, C. lineata, A. galeata
sdo dependentes florestais, e 7. leucomelas e C. flaveola semi-dependentes florestais
(SILVA, 1995). Sdo espécies que vivem proximas a corpos de agua (PASCOTTO et al.,
2016; MARCAL; LOPES, 2019; GARUTI et al., 2020), o que poderia explicar a maior

parasitemia nas areas com maior abundancia de recursos hidricos. Entretanto, P.
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sulphuratus ¢ independente florestal, pois consegue sobreviver em ambientes de
vegetacao aberta (SILVA, 1995), porém, ¢ uma espécie que forma bandos (OLIVERA et
al., 2014). O comportamento gregario ¢ associado a maior susceptibilidade ao
parasitismo, pois os vetores dipteros localizam os hospedeiros pela emissdao de didoxido
de carbono (CO3), e um bando pode emitir mais CO> do que individuos solitarios
(FECCHIO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2020a). Esses fatores podem explicar a maior
parasitemia de P. sulphuratus no Parque do Sabid, ao considerar que esta area apresenta
melhores condigdes ambientais para criadouros de vetores, quando comparado ao Parque
Siquierolli. Embora essas espécies tenham diferencas quanto a dependéncia florestal,
todas sdo residentes e ndo apresentam comportamento migratério (PIACENTINI et al.,
2015; BAESSE, 2019), sendo possivelmente restritas a tais areas. Portanto, os resultados
obtidos nesses organismos podem ser utilizados como uma resposta eficiente dos efeitos
dos parasitos hemosporideos em populacdes de aves sob diferentes condigdes ambientais
e de perturbacdo antropica (urbanizagao).

Era esperado que as parasitemias correlacionassem positivamente com as razdes
H/L, indicando que quanto maior a infec¢do, maior o estresse. Entretanto, foram
encontradas correlagcdes negativas, tanto para os individuos em geral, quanto para sete
espécies (D. mentalis, T. pelzelni, T. sulphurescens, T. rufiventris, T. amaurochalinus, D.
cayana, S. maximus). Essas correlagdes indicam que baixas parasitemias estdo associadas
a valores elevados da razdo H/L. Tais resultados podem ser interpretados como possivel
controle das infecgdes pelas aves. A razdo H/L ¢ uma ferramenta indicadora de estresses
cronicos, pois a resposta ndo ¢ imediata ao agente estressor, € as alteracdes na
disponibilidade e propor¢ao de leucocitos tendem a permanecer por periodos prolongados
(DAVIS et al., 2008; DAVIS; MANEY, 2018). E possivel que as aves consigam diminuir

as parasitemias, mas as razdes H/L permanegam elevadas como resposta ao estresse
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gerado pelos parasitos, considerando que tais respostas podem ocorrer em tempos
distintos. Durante uma infeccdo, os parasitos hemosporideos geram compostos
citotoxicos ao digerir a hemoglobina, enquanto as células do sistema imunoldgico inato
liberam moléculas reativas para atacar os parasitos, porém, tais moléculas tém como alvo
todas as células vivas, e sao capazes de gerar muitos danos as células e tecidos
circundantes do hospedeiro (VIDEVALL et al., 2015). Este cenario pode prolongar os
valores elevados da razado H/L, como resposta aos estresses sofridos anteriormente pelo
organismo. Portanto, a razdo H/L elevada pode ndo corresponder a uma resposta imune
atual as infecgdes por hemosporideos (BIARD et al., 2015). Estudos prévios confirmam
tais interpretacdes, como Biard et al. (2015) que ndao encontraram relagao entre razao H/L
e parasitismo quando o nivel de infec¢do era alto, mas quando as cargas parasitarias
estavam baixas, a razdo H/L foi preditiva. Um estudo feito com A. galeata encontrou
correlacdo negativa entre razdo H/L e outro tipo de agente estressor (micronucleos) e
também foi sugerido que a resposta ao estresse pode ocorrer em tempos diferentes

(RIBEIRO et al., 2020b).

CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo indicam que os parasitos
hemosporideos sdo favorecidos em areas com maiores recursos para a reproducdo e
desenvolvimento dos vetores, independentemente da localizacdo (rural, peri-urbana e
urbana), pois areas com maior abundancia de recursos hidricos apresentaram maiores
parasitemias. Isso sugere que areas com melhores recursos sao capazes de manter o ciclo
de transmissdo dos hemosporideos. Portanto, tais parasitos podem ser uteis em estudos
de biomonitoramento ambiental. Os resultados também mostraram que a avifauna

estudada pode estar imunologicamente ativa e possivelmente desempenha controle das
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infec¢des, pois parasitemias baixas correlacionaram com a razdao H/L. No entanto,
ressalta-se que todas as espécies apresentaram infec¢des por Plasmodium spp., parasito
que ¢ favorecido por aumentos de temperatura. Essa relagdo merece atengdo e
monitoramento constante em pesquisas futuras, considerando os possiveis efeitos das

mudancas climaticas sobre o Cerrado brasileiro.
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CAPITULO 3

Efeitos da urbanizacao e poluicao nas infec¢oes por Plasmodium e na

razao heterofilo/linfocito de canarios-belga (Serinus canaria)
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RESUMO

A urbanizagdo e impactos antropicos geram fatores de estresse para populagdes naturais,
como poluicdo e desequilibrio das interagdes parasito-hospedeiro. As aves sao
consideradas organismos modelos para estudos de biomonitoramento devido as
sensibilidades as alteragdes ambientais. Os objetivos do presente estudo foram comparar
arazdo H/L (indicativo de estresse cronico) e infecgdes por Plasmodium (malaria aviaria)
ao longo de 120 dias em dois grupos de canario-belga (Serinus canaria) mantidos em
gaiolas; um mantido em uma residéncia de um centro urbano, e outro em uma propriedade
rural e distante da urbaniza¢do. Em ambas as localidades foram mensurados os niveis de
poluentes atmosféricos; monoxido de carbono (CO) e material particulado (PM). Foram
mantidos 20 canarios em cada grupo, e coletou-se amostras de sangue a cada 15 dias para
confecgdo de extensdes sanguineas e posterior andlise em microscopio Optico. A poluicio
do ar (CO e PM) e os indicativos de estresse cronico (razdo H/L) foram significativamente
maiores no ambiente urbano, sendo que a razdo H/L dos canarios urbanos aumentou com
tempo de exposi¢do. Esses poluentes sao considerados nocivos, portanto, os efeitos
encontrados nos canarios podem servir como um alerta para a saide ambiental e humana.
As infecg¢des por Plasmodium foram maiores no ambiente rural, com prevaléncia média
de 57,1% nos canarios rurais e 1,11% nos urbanos. E provavel que a urbanizagio afete a
transmissao dos parasitos devido a fatores que controlem a sobrevivéncia dos vetores,
enquanto no ambiente rural existem condi¢des ambientais propicias para a reproducao
dos vetores. A parasitemia correlacionou negativamente com a razdo H/L nos canarios
rurais, sugerindo que as infecdes sdo brandas e que os individuos podem estar
imunologicamente ativos. Os resultados indicam que os candrios rurais vivenciam
estresses, como parasitismo, no entanto, esse estresse ndo ¢ significantemente maior do
que o estresse enfrentado pelos canarios urbanos, como poluicdo atmosférica e
urbanizagao.

Palavras-chave: Biomonitoramento, estresse, malaria aviaria, monoxido de carbono,
material particulado.
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ABSTRACT

Urbanization and human impacts generate stress factors for natural populations, such as
pollution and imbalance in parasite-host interactions. Birds are considered model
organisms for biomonitoring studies due to their sensitivities to environmental changes.
The objectives of the study were to compare the H/L ratio (indicative of chronic stress)
and Plasmodium infections (avian malaria) over 120 days in two groups of domestic
canary (Serinus canaria); one kept in an urban center, and the other in a rural area far
from urbanization. In both locations, the levels of atmospheric pollutants were measured;
carbon monoxide (CO) and particulate matter (PM). Twenty canaries were kept in each
group, and blood samples were collected every 15 days to produce blood smears and
subsequent analysis under an optical microscope. Air pollution (CO and PM) and chronic
stress indicators (H/L ratio) were significantly higher in the urban environment, and the
H/L ratio of urban canaries increased with exposure time. These pollutants are considered
harmful, so the effects found in canaries can serve as an alert for environmental and
human health. Plasmodium infections were higher in the rural environment, with an
average prevalence of 57.1% in rural canaries and 1.11% in urban ones. It is likely that
urbanization affects the transmission of the parasites due to factors that control the
survival of vectors, while in the rural environment there are favorable environmental
conditions for the reproduction of vectors. Parasitaemia was negatively correlated with
the H/L ratio in rural canaries, suggesting that infections are mild and that individuals
may be immunologically active. The results indicate that rural canaries experience
stresses such as parasitism, however this stress is not significantly greater than the stress
faced by urban canaries such as air pollution and urbanization.

Keywords: Biomonitoring, stress, avian malaria, carbon monoxide, particulate matter.
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INTRODUCAO

A urbanizagdo ¢ uma das maiores causas de perda de biodiversidade em todo o
mundo. O avango das cidades contribui para a fragmentagdo, perda de habitat e
desequilibrio das interacdes de espécies (LIU et al., 2016; SANTIAGO-ALARCOM,;
DELGADO-V, 2017; SCHNEIBERG et al., 2020). As atividades humanas no ambiente
urbano geram varios fatores de estresse ambiental para as populagdes animais, incluindo
poluicdo quimica, sonora e luminosa (ISAKSSON, 2018). Os principais poluentes
quimicos e sonoros nas areas urbanas sdo gerados pelo trafego, como a combustio de
combustiveis fosseis que gera altos niveis de 6xidos de nitrogénio (NOx), mondxido de
carbono (CO) e materiais particulados (PM) (ISAKSSON, 2018; DEHGHANI et al.,
2018; YANG et al., 2020), além dos ruidos produzidos pelos veiculos automotores
(IGLESIAS-MERCHAN et al., 2021) enquanto que a principal fonte de poluicao
luminosa nas cidades sdo as luzes artificiais durante a noite (ISAKSSON, 2018). Existem
outros estressores, como a propria presenca humana, que podem ser percebidos como
uma ameaga, € também a introducdo de espécies exoticas, as quais podem atuar como
predadores ou transmissores de novos patégenos (SANTIAGO-ALARCOM;
DELGADO-V, 2017; ISAKSSON, 2018; FERREIRA-JUNIOR et al., 2018).

Os organismos que vivenciam esses estresses € sdo capazes de gerar alteragdes
morfologicas, fisiologicas ou comportamentais sdao denominados biomonitores
(FRANZLE, 2003; MARKERT et al., 2003). As aves sdo consideradas excelentes
organismos biomonitores devido as sensibilidades as alteragdes ambientais e a capacidade
de se adaptarem a tais modificacdes (KALISINSKA, 2019; BAESSE, 2019). Dentre as
ferramentas de biomonitoramento em aves, destacam-se as analises hematoldgicas, como
a identificagdo e quantificacdo de células e parasitos sanguineos, pois sao métodos pouco
invasivos e que podem trazer indicativos da qualidade do meio ambiente (BAESSE et al.,

2015, 2019; GONCALVES et al., 2020, ELIKWO et al., 2020).
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A razdo entre os principais leucocitos aviarios (heterofilo/linfocito), conhecida
como razao H/L ¢ um exemplo disso, pois ¢ uma ferramenta amplamente utilizada como
indicativo de estresses cronicos (DAVIS; MANEY, 2018). Valores elevados desta razao
foram observados em diversos estudos em aves expostas a urbanizagdo, polui¢do
atmosférica, quimica e sonora indicando que tais perturbagdes antropicas causam
estresses nas aves (BEDANOVA et al., 2010; POWELL et al. 2013; BAUEROVA et al.,
2017, 2020; CID et al., 2018; MEISSNER et al., 2020; RIBEIRO et al., 2022).

Outra ferramenta que pode ser aplicada no biomonitoramento sdo os parasitos da
maldria avidria (Plasmodium), protozodrios sanguineos transmitidos por mosquitos
vetores (Diptera: Culicidae) (VALKIUNAS, 2005). A urbanizagdo pode atuar como um
fator disruptivo nos ciclos de determinados parasitos transmitidos por vetores. Em varias
cidades tropicais ¢ comum a pulverizagdo das ruas com inseticidas como malation e
piriproxifeno no controle de vetores de arboviroses (MINISTERIO DA SAUDE, 2019;
CAMPOS et al., 2020). Além disso, nas cidades também pode haver a presenga de
poluentes derivados de atividades humanas como antibidticos e produtos de higiene
pessoal em dguas onde os mosquitos se reproduzem, o que pode afetar o desenvolvimento
dos mosquitos e a sobrevivéncia dos parasitos (HEGDE et al., 2015; MARTINEZ-DE
LA PUENTE et al. 2021; FERRAGUTI et al., 2021). Assim, varios estudos encontraram
maior prevaléncia de maldria aviaria em 4reas rurais ou conservadas, provavelmente
devido a presenca de melhores condi¢des para criadouros dos vetores, tais como recursos
hidricos e estrutura de vegetacdo densa, mostrando que a presenca de Plasmodium em
aves pode ser um indicativo de qualidade ambiental (LAURANCE et al., 2013;
SANTIAGO-ALARCON et al., 2020; TCHOUMBOU et al. 2020; ELIKWO et al., 2020;

FECCHIO et al., 2021a).
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Uma espécie de ave amplamente utilizada em estudos experimentais ¢ o candrio-
belga (Serinus canaria). Os canarios sao Passeriformes da familia Fringillidae originarios
das Ilhas Canarias, os quais foram introduzidos no mundo todo a partir do século XV e
desde entdo sdo criados como animais de estimacao (PARSONS, 1987; TAMURA et al.,
2021). Historicamente foram usados como sentinelas da satde ambiental e humana, pois
costumavam ser levados as minas para indicar concentragdes toxicas de metano
(KALISINSKA, 2019). Além disso, sdo considerados organismos modelo para infecgdes
experimentais com Plasmodium, pois suas respostas ajudam a compreender melhor a
relagdo parasito-hospedeiro, podendo ser aplicadas para outras espécies de aves
(KAZLAUSKIENE et al. 2013; PALINAUSKAS et al., 2015; LUTZ et al., 2016;
CARLSON et al, 2018).

O presente estudo se propde a comparar a razao H/L e a parasitemia de Plasmodium
ao longo de 120 dias em dois grupos de canario-belga, um mantido no centro de uma
cidade de mais de 700 mil habitantes, ¢ outro mantido em uma area rural e distante da
urbaniza¢do. Na@o houve infeccdes experimentais ou exposi¢cdes experimentais a
poluentes, pois objetivamos ter uma estimativa das condi¢des reais nas quais as aves estao
expostas nos dois tipos de habitats. Espera-se que os canarios urbanos apresentem maior
razdo H/L, sugerindo maior estresse devido a poluicdo gerada pelo trafego da cidade,
enquanto para os candrios rurais € esperada maior prevaléncia e parasitemia de
Plasmodium, considerando que habitats rurais podem proporcionar melhores condigdes
para reproducdo dos vetores. Também se espera que a razdo H/L e parasitemia estejam

correlacionadas, indicando que aves parasitadas apresentam estresses cronicos.



69

MATERIAIS E METODOS
Area de estudo

O estudo foi realizado em duas localidades (Fig. 1); em uma fazenda na zona rural
do municipio de Araguari (18°41'56.45"S; 48°14'20.81"0O) e na regido central da zona
urbana do municipio de Uberlandia (18°54'16.11"S; 48°16'2.68"0). Ambos os
municipios estdo localizados no estado de Minas Gerais, Brasil, sob o dominio do bioma
Cerrado e apresentam as mesmas caracteristicas climaticas, pois estdo no subdominio
climatico tropical semiseco, com 6-7 meses secos, precipitacdo pluviométrica anual de
1350-1650 mm, e temperatura média do més mais frio de 18-21,5°C (NOVAIS et al.,

2018).

Experimento

Foram adquiridos 40 individuos jovens de canario-belga (Serinus canaria) em um
criadouro regulamentado. Os canarios foram selecionados para possuirem o mesmo porte,
pois foi aferido o peso, com dinamdmetro de mao, e mediu-se com paquimetro digital o
comprimento total, tarsos, asas e bico. Também foram selecionados apenas individuos
com auséncia de ectoparasitos (acaros e carrapatos). Todos os candrios foram anilhados
(para individualizacdo e identificagdo) e passaram por um periodo de quarentena, onde
ficaram isolados de fatores possivelmente estressores, como poluicdo e barulho. A
quarentena ocorreu na Fazenda Funddao no Municipio de Araguari, localizada
aproximadamente 10 km de distancia da area urbana (Fig. 1). Em seguida, os canarios
foram separados em dois grupos. O primeiro grupo, denominado de Grupo Rural (n=20,
10 fémeas/10 machos) foi mantido na respectiva fazenda. O segundo grupo, denominado
de Grupo Urbano (n=20, 10 fémeas/10 machos) foi mantido na sacada de um prédio

(segundo andar) localizado em uma avenida na regido central de Uberlandia, onde ha
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intenso transito de veiculos (Avenida Afonso Pena, 2316). Em ambas as localidades
foram mensuradas as taxas de poluentes atmosféricos; monoxido de carbono (CO) e
material particulado (PM) com um medidor de poluentes manual (AK898).

Os canarios foram mantidos em gaiolas (170cm de comprimento x 50cm de
largura) de arame galvanizado (10 individuos por gaiola) e alimentados diariamente com
alpiste comercial e agua ad libitum. As gaiolas eram tapadas com tecido ao anoitecer e
destapadas ao amanhecer e apresentavam prote¢ao contra chuva e sol e possiveis
predadores. O experimento em ambos os grupos durou 120 dias e a cada 15 dias foram
coletadas amostras de sangue para confecc¢ao de extensdes sanguineas. Houve coletas nos
dias 0 (apds quarentena), 15, 45, 30, 60, 75, 90, 105 e 120 de experimento. O sangue de
todos os individuos foi coletado a partir de uma pequena pungdo na veia metatarsiana
medial com o auxilio de agulhas descartaveis (8mm x 0,3mm). O sangue foi diretamente
gotejado sobre uma ldmina de microscopia, € com uma segunda lamina em inclinagdo de
aproximadamente 45°, foram feitas as extensdes sanguineas (duas por individuo). Logo
apds o sangue ter secado, as laminas foram fixadas com metanol absoluto e
posteriormente coradas com solugdo de Giemsa e tampao fosfato (BAESSE et al., 2019).
As laminas foram analisadas sob microscopia Optica com objetiva de 100x, utilizando
6leo de imersdo, sendo contados 200 campos microscopicos por individuo (100 por
lamina) (RIBEIRO et al., 2020). Os leucocitos foram quantificados e identificados de
acordo com os atlas de hematologia avidria de Clark et al. (2009) e Campbell (2015), e
calculou-se a razdo H/L a partir da divisdo entre o numero de heteréfilos por linfocitos
(RIBEIRO et al., 2022). Os parasitos sanguineos do género Plasmodium foram
identificados e quantificados conforme as descrigdes de Valkiunas (2005). Todos os
procedimentos realizados com os candrios foram previamente submetidos em um

protocolo de pesquisa 2 Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais (CEUA) da
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Universidade Federal de Uberlandia, o qual foi autorizado sob o numero de registro:

038/18 (Anexo 01). Apds o fim do experimento, os canarios foram doados.

A
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Figura 1. Areas de estudo onde os grupos de canérios-belga foram mantidos e as localiza¢des em relagio

as cidades (Fonte: BAESSE, 2019).
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Analises estatisticas

Para verificar se houve diferenga na razdo H/L e na parasitemia e nas taxas de
poluentes entre os dois grupos de canarios (rural e urbano), foram realizados testes ¢ de
Student. Para verificar se a razdo H/L e a parasitemia aumentam com o tempo de
experimento foram feitas regressoes lineares simples. Também foram realizadas
correlagdes de Pearson entre a razdo H/L e as parasitemias dos candrios, para determinar
se as infeccoes estdao relacionadas ao estresse. As analises foram realizadas no software
GraphPad Prism 6.0 e conduzidas no nivel de significdncia de probabilidade (p) menor

que 0,05.

RESULTADOS

As taxas de poluentes atmosféricos, mondoxido de carbono (CO) e material
particulado (PM) diferiram estatisticamente (CO: t = 31,80, df =60, p < 0,0001; PM: t =
3,672, df = 60, p = 0,0005) sendo ambas menores no Grupo Rural (CO: 382+3,63; PM:
9,4146,36) e maiores no Grupo Urbano (CO: 432+7,81; PM: 20,9£16,3) (Fig. 2A-B).
Foram examinados 40 canarios (20 em cada grupo) em nove dias de coleta, totalizando
360 extensdes sanguineas analisadas. A média total da razdo H/L no Grupo Rural foi
0,45+0,22, sendo que ao longo dos dias analisados variou de 0,30+0,28 a 0,74+0,79. No
Grupo Urbano a média total da razdo H/L foi 0,51£0,24 com variagdo de 0,32+0,21 a
0,88+0,45 (Tabela 1). Houve diferenca estatistica na razdo H/L entre os grupos, sendo
maior no Grupo Urbano (t = 2,870, p = 0,0044; Fig. 3A). Verificou-se que a média da
razdo H/L aumentou com o tempo de experimento no Grupo Urbano (Fi7 = 6,055, p =
0,0434, Fig. 4A) porém no Grupo Rural ndo houve alteracao (Fi 7= 1,779, p = 0,2240).

No decorrer do experimento, todos os individuos do Grupo Rural apresentaram-

se infectados por Plasmodium spp. pelo menos em uma amostragem. A prevaléncia no
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Grupo Rural variou de 20% a 90% ao longo dos dias analisados, sendo que a prevaléncia
média total foi 57%. O grupo urbano teve apenas dois individuos infectados por
Plasmodium spp. no primeiro dia de coleta, apds isso ndo foi registrada nenhuma
infeccdo. A prevaléncia do Grupo Urbano variou de zero a 10%, com média de 1,11%
(Tabela 1). Em ambos os grupos ndo foram observados outros taxons de parasitos
sanguineos, além de Plasmodium spp.

A parasitemia média total do Grupo Rural foi de 3,66£1,27, com variacao de
0,45+0,99 a 9,85+8,10 ao longo do experimento. O Grupo Urbano apresentou parasitemia
média total de 0,03+0,10 e variou de zero a 0,25+0,91 (Tabela 1). Houve diferenga
estatistica na média de parasitemia entre os grupos (t = 12,73, gl = 38, p < 0,0001, Fig.
3B). As médias de parasitemia de ambos os grupos nao se relacionaram com o tempo de
experimento (Rural: F17=2,487, p = 0,1588; Urbano: F17=2,978, p=0.1281). Por fim,
as médias da razdo H/L correlacionaram-se negativamente com as médias de parasitemia
no Grupo Rural (r = -0,5268, gl = 18, p = 0,0170, Fig. 4B), mas ndo houve correlacdo

significativa no Grupo Urbano (r =-0,1413, gl = 18, p = 0,5523).

A B
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Figura 2. Taxas de monéxido de carbono (CO) (A) e de material particulado (PM) (B): principais poluentes
atmosféricos encontrados nos locais onde os individuos de canario-belga foram expostos. As barras

representam as médias e os tracos, os erros-padrao.
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Tabela 1. Valores das médias (X) e desvios padrio (DP) da razio H/L (heterofilo/linfocito) e da
parasitemia, e prevaléncia (%) de infecg¢do por Plasmodium spp. em individuos de candrio-belga (Serinus

canaria) nos grupos rural e urbano (n=20 em cada) de acordo com os dias de experimento.

Dias de Razio H/L (X = DP) Parasitemia (X + DP) Prevaléncia (%)
experimento Rural Urbano Rural Urbano Rural Urbano
0 0,36+ 0,40 0,32+ 0,21 2,85+2,03 0,25+ 0,91 80 10
15 0,74+1,23 0,35+0,32 0,95+ 1,31 0 40 0
30 0,74+ 0,79 0,62+ 0,61 0,45+ 0,99 0 20 0
45 0,30+0,28 0,37+ 0,54 2,70 £ 3,43 0 55 0
60 0,30+0,33 0,31+0,14 1,90 £ 2,48 0 45 0
75 0,71+0,73 0,40+ 0,37 3,60 £ 4,09 0 70 0
920 0,39+0,29 0,88 + 0,45 9,65+ 7,57 0 90 0
105 0,36+ 0,24 0,70 + 0,42 9,85+ 8,10 0 70 0
120 0,19+0,14 0,70+ 0,43 1,05+ 1,53 0 40 0
Total 0,45+0,22 0,51+0,24 3,66+ 127 0,03+£0,10 56,6 1,11
A B
0.6 5-
— —

Parasitemia

Rural Urbano Rural Urbano

Figura 3. Razdo H/L (A) e parasitemia de Plasmodium spp. (B) em individuos de canario-belga mantidos
em ambiente rural e urbano durante 120 dias de exposi¢do. As barras representam as médias e os tragos, 0s

erros-padréo.
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Figura 4. Regressdo linear positiva e significativa entre a razdo H/L e o tempo de experimento em
individuos de canario-belga do Grupo Urbano (A). Correlagdo negativa e significativa entre a razdo H/L e

a parasitemia em individuos de canario-belga do Grupo Rural (B).

DISCUSSAO

Individuos de canario-belga expostos a urbanizacdo estdo sujeitos a vivenciar
estresses cronicos, pois foi observado que os canarios urbanos apresentaram maior razao
H/L quando comparados com os rurais, € que essa razao tende a aumentar com o tempo
de exposicdo na cidade. Estudos anteriores em varias partes do mundo também
observaram indicativos de estresse por meio da razdo H/L em diferentes espécies de aves
expostas a urbanizacdo (RUIZ et al., 2002; EEVA et al., 2005; POWELL et al., 2013;
MEISSNER et al., 2020; BAUEROVA et al., 2020; RIBEIRO et al., 2022). Existem
diversos fatores de origem antrdpica nos ambientes urbanos que causam estresses nas
aves, como a poluicdo atmosférica, luminosa e sonora (ISAKSSON, 2018). No presente
estudo, os canarios urbanos foram mantidos na sacada de um prédio em uma avenida
altamente trafegada por veiculos automotores. E provavel que a iluminacio artificial
noturna da avenida e os ruidos antrdpicos causados pelo trafego contribuiram para o
estresse dos candrios urbanos. No entanto, sugere-se que a polui¢do do ar ocasionada

pelos gases dos veiculos pode ser um dos principais fatores de estresse, pois foi constatado
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que a area urbana apresentou significantemente maiores taxas de poluentes atmosféricos,
como mondxido de carbono (CO) e material particulado (PM). Estudos prévios também
associaram a razao H/L com poluentes quimicos em ambientes urbanos, sugerindo que
aves expostas & polui¢do apresentam maior estresse (EEVA et al., 2005; BAUEROVA et
al., 2017; CID et al., 2018; MEISSNER et al., 2020; RIBEIRO et al. 2022). Os poluentes
registrados no presente estudo sdo gerados, principalmente, por veiculos automotores e
sdao considerados prejudiciais para os seres humanos, estando relacionados a doengas
cardiovasculares, autoimunes e cancer (JUNG et al., 2019; DASTOORPOOR et al., 2020;
DOMINSKI et al., 2021). O trafego veicular tem crescido significativamente nos tltimos
anos em paises em desenvolvimento como o Brasil (IBGE, 2020), portanto os efeitos
encontrados nos candrios podem servir como um alerta para a saide ambiental ¢ humana.

A urbanizacdo também parece afetar a relagdo parasito-hospedeiro quanto a
maldria avidria, pois foi observada maior prevaléncia e parasitemia nos canarios do Grupo
Rural, enquanto no Grupo Urbano apenas dois individuos apresentaram-se infectados por
Plasmodium spp. no inicio da exposi¢ao e ap6s isso ndo foi observada nenhuma infeccao.
Em contrapartida, no Grupo Rural houve registro de infec¢des durante todo o periodo de
exposi¢do. E provavel que a presenca e abundincia de vetores possam explicar tais
resultados. Sabe-se que os mosquitos necessitam de corpos d’4gua para reproduzirem, ou
de condi¢des ambientais ou vegetagdes que permitam o acimulo de agua (IBANEZ-
BERNAL et al., 2020; CHAPA-VARGAS et al., 2020; FERRAGUTI et al., 2020). No
entanto, na localidade onde os candrios urbanos foram expostos ndo ha nenhum recurso
hidrico ou area verde em um raio de 1 km?. O acumulo de 4gua por influéncias antropicas
também parece pouco relevante neste caso, pois € uma area totalmente comtemplada por
servicos de saneamento basico, como rede coletora e fossa séptica de esgotamento

sanitario, tratamento de dgua e esgoto e possui coleta didria de lixo (ARANTES;
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PEREIRA, 2017). Além disso, nesta cidade também ¢ comum o uso frequente de
larvicidas e inseticidas nas vias publicas e residéncias para o controle de vetores por meio
de politicas publicas de saude (ARANTES; PEREIRA, 2017; SANTOS et al., 2020).
Assim, sugere-se que esses fatores podem contribuir para a interrupcao dos ciclos de
transmissdo de malaria aviaria em areas urbanas. Entretanto, na fazenda onde os canarios
do Grupo Rural foram expostos existem elementos que podem contribuir para uma maior
abundancia de vetores. E uma fazenda de criagdo de gado, onde ha diversos bebedouros
de dgua para os animais, além de um lago, o que pode propiciar acimulo de dgua e servir
como criadouro de vetores (IBANEZ—BERNAL et al., 2020; CHAPA-VARGAS et al.,
2020; FERRAGUTI et al., 2020). No entorno da propriedade rural também hé varios
fragmentos florestais, alguns com corregos, o que pode ser um fator relevante, pois ¢
possivel que exista uma conexdo, por meio dos vetores, dos candrios com as aves
hospedeiras nativas que vivem nestas florestas, dando continuidade no ciclo de
transmissdo dos parasitos. Esta hipdtese pode ser embasada em um estudo prévio
realizado no Cerrado com Plasmodium juxtanucleare, onde se encontrou conexao entre
aves domésticas e silvestres (FERREIRA-JUNIOR et al., 2018).

A razdo H/L é uma ferramenta eficaz em indicar estresses cronicos em aves, sendo
o parasitismo considerado um fator estressor (DAVIS et al., 2008; DAVIS; MANEY,
2018). Portanto, era esperado que a razdo H/L correlacionasse positivamente com a
parasitemia, indicando que aves infectadas apresentassem maior estresse, pois estudos
prévios registraram aumentos nas razdes H/L em aves parasitadas (FOKIDIS et al., 2008;
SHUTLER; MARCOGLIESE, 2011; WOJCZULANIS-JAKUBAS et al., 2012;
LUDTKE et al., 2013). No entanto, foi encontrada uma correlacdo negativa nos canarios
rurais. Esse resultado pode ser um indicativo de controle das infeccdes pelos canarios. E

possivel que os individuos consigam diminuir as parasitemias, mas as razdes H/L
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permanecam elevadas em resposta ao estresse prévio gerado pelos parasitos, pois a
resposta da razdo H/L nao ¢ imediata e tende a permanecer por periodos prolongados
(DAVIS et al., 2008; DAVIS; MANEY, 2018). Além disso, nenhum dos canarios
apresentou sinais clinicos perceptiveis ou mudangas de comportamento, e todos
permaneceram visualmente saudaveis durante o periodo de exposi¢cdo. Estudos prévios
podem corroborar essa interpretacao de controle das infecgdes, como o de Biard et al.
(2015) que nao encontraram relacao entre razao H/L e parasitismo quando o nivel de
infeccdo era alto, mas quando as cargas parasitarias estavam baixas, a razdo H/L foi
preditiva. Outro estudo realizado com aves silvestres no Cerrado também verificou que a
razdo H/L correlacionou negativamente com a parasitemia de hemosporideos, sugerindo
que tais aves podem estar imunologicamente ativas (RIBEIRO, 2022, ver capitulo 2). Por
fim, sugere-se que os candrios do Grupo Rural vivenciam estresses, como parasitismo, no
entanto, esse estresse ndo ¢ significantemente maior do que o estresse enfrentado pelos

canarios do Grupo Urbano, como polui¢do atmosférica e urbanizagao.

CONCLUSAO

Candrios expostos a urbanizagdo apresentam maiores indicativos de estresses
cronicos (razdo H/L) provavelmente devido aos altos niveis de poluentes atmosféricos
gerados pelo trafego veicular (monoxido de carbono — CO e materiais particulados — PM)
no ambiente urbano. Ambos os poluentes sdo prejudiciais a saude humana, portanto os
resultados encontrados sugerem que as aves podem ser utilizadas como organismos
modelos para estudos ecotoxicologicos. Os resultados encontrados também sugerem que
a urbanizacdo pode afetar os ciclos de transmissdo da maldria avidria, pois os canarios
rurais apresentaram significantemente maiores infec¢des por Plasmodium, possivelmente

devido as condi¢des ambientais propicias para o desenvolvimento dos vetores no
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ambiente rural. Tais infec¢des correlacionaram com a razdo H/L, sugerindo que o
parasitismo também esta relacionado a estresses cronicos. Por fim, conclui-se que tanto a
razao H/L quanto as infec¢des por Plasmodium podem ser consideradas ferramentas tteis
para o biomonitoramento, pois ambas trouxeram informagdes a respeito da qualidade
ambiental dos hébitats estudados, e as informacdes encontradas podem ser importantes

para estudos futuros relacionados a saude ambiental, animal e humana.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo evidenciou que a utilizagdo da razao heteréfilo/linfocito (H/L)
como indicativo de estresse cronico e parametros parasitologicos (parasitemia e
prevaléncia de parasitos hemosporideos) sdo ferramentas eficientes no biomonitoramento
de aves de ambientes florestais do Cerrado brasileiro. Foi verificado que a razdo H/L ¢
maior em aves de areas urbanizadas e poluidas, indicando maior estresse em organismos
expostos a urbanizagao e polui¢do. Observou-se maior parasitemia e prevaléncia em aves
de areas com maiores reservas de recursos hidricos, sugerindo que os parasitos sio
favorecidos em locais com recursos para reproducdo e desenvolvimento de vetores.

Os testes experimentais realizados com canarios-belga (Serinus canaria)
confirmam os resultados encontrados nas aves silvestres nativas. Canarios expostos a
urbanizagdo e polui¢do apresentaram maior razao H/L e tal pardmetro aumentou com o
tempo de exposicdo. A parasitemia e prevaléncia foram maiores nos canarios expostos
em ambiente rural, distante da urbanizacdo e com pouca poluicdo. Isso indica que a
urbanizag¢do e poluicdo podem atuar como fatores disruptivos nos ciclos de transmissao
dos parasitos hemosporideos aviarios. A parasitemia correlacionou-se negativamente
com a razao H/L tanto nas aves silvestres nativas quanto nos canarios-belga, sugerindo
que os individuos estdo imunologicamente ativos e podem estar controlando as infecgdes.
Portanto, os testes experimentais refor¢cam a eficacia do uso da razdo H/L e
hemoparasitismo no biomonitoramento.

Os resultados encontrados nesta tese evidenciam a sensibilidade das aves e de seus
parasitos as alteragdes e condigdes ambientais. As aves s3o organismos que coabitam com
seres humanos, portanto, essas informagdes sdo relevantes para estudos futuros

relacionados a saude ambiental, animal e humana.



