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RESUMO GERAL

SILVEIRA, E.D.R.O. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — Dezembro de
2020. Avaliacéo genotdoxica em aves silvestres do Cerrado. Orientadora: Lia Raquel de
Souza Santos. Coorientadoras: Celine de Melo Maria Andreia Corréa Mendonga.

As aves tém sido utilizadas como importantes indicadoras de qualidade ambiental.
Dentre os diferentes biomarcadores utilizados para a avaliacdo da salde das aves, o teste
de microndcleo (MN) é considerado um dos mais simples, rapido, menos invasivo e
preciso para a deteccdo de genotoxicidade causada por contaminantes. Assim, neste
estudo, apresentamos no primeiro capitulo uma revisao global da utilizacdo desse ensaio
em aves. No geral, os resultados indicaram que apenas 48 estudos foram publicados com
essa tematica nos ultimos 28 anos. Dentre 0s paises que mais publicam sobre esse tema,
Paquistdo lidera as pesquisas (n=11), seguido por Brasil com dez estudos. Detectando a
escassez de estudos para a avifauna envolvendo a temética de genotoxicidade, no segundo
capitulo, o teste do MN foi utilizado em aves no cerrado brasileiro de modo a iniciar o
preenchimento das lacunas de conhecimento do uso desse biomarcador para aves no
Brasil. Foram realizadas a comparacdo entre duas comunidades de animais de areas
agricola versus conservada. Na area conservada houve maior abundancia, e riqueza de
aves quando comparada a area agricola. Outro dado relevante foi guildas encontradas nas
areas de estudo, no ambiente agricola encontramos as guildas onivora e granivora e no
ambiente conservado as guildas dos insetivoros, granivoros e onivoros. Espécies
granivoras de area agricola apresentaram uma maior frequéncia de células com
microndcleo, além de uma série de anormalidades nucleares eritrocitarias. Finalmente,
esses resultados trazem novas informagdes sobre a genotoxicidade em aves dos ambientes
agricola e ndo agricola no Brasil.

PALAVRAS-CHAVE: Guilda tréfica, Onivoros, Granivoros, Micronucleo,
Genotoxicidade



GENERAL ABSTRACT

SILVEIRA, E.D.R.O. Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde - December 2020.
Genotoxic evaluation in wild birds of the Cerrado. Advisor: Lia Raquel de Souza
Santos. Co-supervisors: Celine de Melo and Maria Andreia Corréa Mendonca.

Birds have been used as important indicators of environmental quality. Among the
different biomarkers used to assess the health of birds, the micronucleus (MN) test is
considered one of the simplest, fastest, least invasive and accurate for detecting
genotoxicity caused by contaminants. Thus, in this study, we present in the first chapter
a global review of the use of this test in birds. Overall, the results indicated that only 48
studies have been published on this topic in the past 28 years. Among the countries that
most publish on this topic, Pakistan leads the research (n = 11), followed by Brazil with
ten studies. Detecting the scarcity of studies for avifauna involving the theme of
genotoxicity, in the second chapter, the MN test was used in birds in the Brazilian
savannah in order to start filling the knowledge gaps in the use of this biomarker for birds
in Brazil. A comparison was made between two communities of animals from agricultural
versus conserved areas. In the conserved area, there was greater abundance and richness
of birds when compared to the agricultural area. Another relevant fact was guilds found
in the study areas, in the agricultural environment we find the omnivorous and
granivorous guilds and in the conserved environment the guilds of insectivores,
granivores and omnivores Granivorous species from the agricultural area showed a higher
frequency of cells with micronucleus, in addition to a series of erythrocyte nuclear
abnormalities. Finally, these results provide new information on genotoxicity in birds
from agricultural and non-agricultural environments in Brazil.

KEYWORDS: Trophic guild, Omnivores, Granivores, Micronucleus, Genotoxicity



1. INTRODUCAO

O agronegdécio tem se tornado o principal modelo econémico mundial e como
consequéncia surgiram novas metodologias de producdo agricola, tornando-se comuns as
transformacfes no meio ambiente, em especial as causadas pelo uso de agrotoxicos
(Brum et al., 2020). O Bioma Cerrado no centro do Brasil possui um elevado potencial
agricola devido a riqueza de agua e relevo, e além disso percebe-se a ocupacdo humana
cada vez mais evidente (Klink et al., 1993). Muitas areas naturais de mata sao convertidas
em campos agricolas ou utilizadas para pastagens e outras atividades (Primac et al., 1993),
e toda essa transformacgao gerou consequéncias para as aves (Oliveira et al., 2004), como
a diminuicdo de espécies mais especializadas e consequente aumento na quantidade de
aves com habitos generalistas (Primack e Rodrigues, 2001; Stotz et al., 1996).

A exposicdo de organismos ndo-alvos a compostos quimicos é bastante comum e
pode ser constatada por inUmeros casos de intoxicacdo em amostras significativas da
populagéo silvestre, incluindo aves (Parker e Gosdtein, 2000). As aves séo consideradas
importantes bioindicadoras uma vez que apresentam sensibilidade (Grue e Shipley,
1984; Parker e Goldstein, 2000) e suscetibilidade a contamina¢do ambiental devido a
algumas caracteristicas, tais como a capacidade de deslocamento e a diversificacdo de
itens alimentares ao final da cadeia alimentar (Valdes et al., 2010).

Uma maneira de se avaliar a exposicao a diferentes contaminantes é pela avaliacéo
da genotoxicidade e citotoxicidade, que é capaz de auxiliar no entendimento dos efeitos
de atividades antropicas sobre a satde das aves. A frequéncia de células micronucleadas
é amplamente utilizada para deteccdo de efeitos genotoxicos de produtos quimicos
(Quiros et al., 2008). Células micronucleadas sdo originadas durante a divisdao mitotica

da cromatina, que por diferentes razGes possa ter sofrido com atraso na anafase. Na



telofase, esse cromossomo excluido dos nucleos das células filhas € encontrado no
citoplasma como um micronucleo (MN) (Schmid, 1976, Fenech et al., 1999).

A partir da analise de células micronucleadas, foram também observadas a
presenca de outras anormalidades eritrocitarias nucleares (AEN’s), como célula com broto
nuclear, ponte nucleoplasmatica, célula binucleada, nicleo segmentado, nucleo entalhado, bolha
nuclear, ndcleo reniforme, cauda nuclear, ntcleo lobado e cromatina condensada e células
anucleadas, sugerindo que elas devam ser consideradas como alteragdes nucleares e que
estariam relacionadas a amplificacdo do DNA (Shimizu et al., 1998; Souza et al., 2017;
Faria et al., 2017). Dessa forma, o teste de MN e a avaliacdo das anormalidades
eritrocitarias nucleares sdo considerados biomarcadores eficientes para demonstrar os
danos citogenéticos induzidos por agentes quimicos e fisicos devido ndo apenas a
simplicidade para a realizacdo, como também pela sensibilidade aos xenobidticos que sdo
capazes de induzir alteragdes no DNA (Faria et al., 2018). As consequéncias das
alteracOes eritrocitarias nas aves, podem incluir, por exemplo, o impacto direto na
sobrevivéncia dos individuos (Souza et al., 2017). Assim, é possivel considerar a presenca
de MN na célula como um biomarcador de danos ao DNA (Souto et al., 2018).

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a genotoxicidade em aves silvestres do
Cerrado através da analise de anormalidades eritrocitarias nucleares. Para essa avaliacao,
0 estudo foi conduzido de modo a i) investigar sobre a producdo cientifica global
produzida quanto ao do teste do MN em aves selvagens por meio de uma revisao
bibliogréafica; e ii) avaliar os efeitos das substancias genotoxicas em aves silvestres no
Cerrado Brasileiro.
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2. OBJETIVOS

Geral:
Avaliar a genotoxicidade em aves silvestres a partir de uma revisao global e um

estudo in situ desses organismos amostrados na regido do Cerrado, Brasil.

Especificamente, objetivou-se realizar a:

- Capitulo I: Revisar o uso do teste de micronutcleo em aves e avaliar as tendéncias e

lacunas de conhecimento para o ensaio.

- Capitulo I1: Avaliar a resposta de dano genotoxico pelo uso do teste do MN e outras
AEN’s em aves de ambiente agricola e de unidade de conservacdo na regido do Cerrado

Central, Brasil. Além disso, buscou associar a toxicidade ao habito alimentar da avifauna.



3. CAPITULO I

FREQUENCIA DE MICRONUCLEO E OUTRAS
ANORMALIDADES NUCLEARES ERITOCITARIAS EM AVES:
UMA REVISAO
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FREQUENCIA DE MICRONUCLEOSE OUTRAS ANORMALIDADES
NUCLEARES ERITROCITARIAS EM AVES: UMA REVISAO

RESUMO

As aves sdo bioindicadoras de qualidade ambiental, uma vez que sdo sensiveis a agentes
toxicos oriundos de acBes antropogénicas, e o teste de micronicleo (MN) é um ensaio
eficaz para deteccdo de dano genotdxico causado pela acdo de agentes xenobioticos. De
acordo com a literatura, este € o primeiro estudo a rastrear 0 uso deste ensaio em aves nos
ultimos 28 anos. Os resultados evidenciaram um aumento no nimero de artigos com essa
tematica em uma escala temporal, todavia, mais estudos ainda sdo necessarios para
garantir um maior espectro de conhecimento dos fatores genotdxicos. Além da detec¢édo
de micronucleos, outras alteragdes eritrocitarias nucleares (AEN’s) tém sido investigadas.
Dentre as principais estdo, célula com broto nuclear, ponte nucleoplasmatica, célula
binucleada, nucleo segmentado, nicleo entalhado, bolha nuclear, ndcleo reniforme, cauda
nuclear, ndcleo lobado e cromatina condensada. Foi observado que o teste do micronucleo
também pode ser aplicado em células de mucosa bucal de aves silvestres. Com relacao
aos fatores xenobioticos, os agrotoxicos tém sido o principal alvo da aplicacdo do ensaio.
Finalmente, os dados refletem que o teste de MN € uma ferramenta (til para detectar dano
genotoxico em aves e, consequentemente, alerta-se sobre 0s danos aos quais esses

organismos estdo sujeitos.

Palavras-chave: biomarcadores, micronucleo, genotoxicidade, conservacéo, aves
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MICRONUCLEUS FREQUENCY AND OTHER NUCLEAR
ERYTHROCYTESABNORMALITIES IN BIRDS: A REVIEW

ABSTRACT

Birds are bioindicators of environmental quality, since they are sensitive to toxic agents
from anthropogenic actions, and the micronucleus (MN) test is effective for detecting
genotoxic damage due to the action of xenobiotic agents. According to the literature, this
is the first study to track the use of MN in birds in the past 28 years. The results showed
an increase in the number of papers on this theme on a time scale, however, further studies
are needed to increase the knowledge of genotoxic factors. In addition to the detection of
micronuclei, other nuclear erythrocyte abnormalities (NEAS) have been investigated. The
main NEAs are nuclear stem cell, nucleoplasmic bridge, binucleated cell, segmented
nucleus, notched nucleus, nuclear bubble, reniform nucleus, nuclear tail, lobed nucleus
and condensed chromatin. It was observed that MN can also be applied to cells of the oral
mucosa of wild birds. Regarding xenobiotic factors, pesticides have been the main target
of the application of the test. Finally, the data reflect that the MN test is a useful tool to
detect genotoxic damage in birds and, consequently, it warns about the damage that these

organisms are exposed.

Keywords: biomarkers, micronucleus, genotoxicity, conservation, birds.
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3.1 INTRODUCAO

As aves sdo organismos que fornecem informagOes sobre a qualidade dos
ecossistemas (Quero et al., 2016). Contudo, até agora, receberam pouca atencdo em
estudos de mutagénese ambiental (Skarphedinsdottir et al.,, 2010). Apresentam
importancia funcional nos ambientes que vivem, pois sdo responsaveis pela dispersdo de
sementes, polinizacdo e recolonizagdo de ecossistemas (Suliman et al., 2020). Como
possuem habito de forrageio em areas agricolas, se tornam alvos faceis e com maior risco
de contaminacédo por meio de pesticidas (Suliman et al., 2020, Baesse et al., 2015) o que
pode ocorrer por meio de agua, alimento e até nas proprias penas. Portanto, determinar
os efeitos de contaminantes em espécies de aves pode fornecer informacgdes sobre como
xenobidticos podem afetar o genoma desse grupo de vertebrados (Theodorakis, 2001).

O estudo dos efeitos de contaminantes antropogénicos na estrutura e funcdo do
DNA deve ser um componente essencial da ecotoxicologia, biomonitoramento e
avaliacdo de riscos ecoldgicos (Theodorakis, 2001). Dentre os biomarcadores utilizados
no rastreamento de danos ao DNA, a andlise de micronucleo tornou-se padrao e utilizado
em todo o mundo. Microndcleos (MN) sdo pequenos nucleos satélites encontrados no
citoplasma celular separados do nucleo principal (Hussain et al., 2012), os quais sao
resultantes de fragmentos cromossomicos ou de cromossomos inteiros que ndo foram
incorporados ao nucleo de um tecido em divisdo (Bosch et al. 2011). Associado a
identificacdo de microndcleos, outras anormalidades eritrocitarias nucleares (AEN’s)
cujo principio de formacdo é atribuido a agentes genotoxicos, foram também
consideradas e descritas (Shepherd e Somers 2012; Hussain et al., 2012; Ghaffar et al.,
2017a,b).

Em aves, a analise MN e outras anormalidades nucleares tém sido mais voltados
para eritrocitos e demonstrado que uma gama de agentes genotoxicos induza formacao
de MN nesses vertebrados, levando a instabilidade gendmica ou até mesmo morte celular
(Souza et al., 2017). Entretanto, embora o tecido sanguineo tenha sido eficiente para
demonstrar os efeitos de xenobidticos na expressao de dano genotdxico, MN também
foram encontrados em células da medula dssea (Hussain et al., 2017) e células esfoliadas
de mucosa bucal de aves (Shepherd e Somers, 2012).

Aves desenvolvem essenciais servigos ecossistémicos como a predacdo de insetos
e reflorestamento por meio da disperséo de sementes e polinizacdo. Além da importancia

ecoldgica, ha também a importancia econémica dos grupos criados para alimentacéo
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humana, uma vez que a carne de frango é a segunda carne mais consumida no mundo,
sendo produzidas aproximadamente 106 milhGes de toneladas por ano (Pinto et al., 2015).
Portanto, se estes animais estdo suscetiveis a contaminacéo por agentes toxicos, podem
também prejudicar a populacdo humana por meio da alimentacdo em se tratando de
animais de granja (Ghaffar et al., 2017a), bem como, colocar em risco a conservagao das
populacbes selvagens. Considerando, portanto, a importancia dos testes citogenéticos
(teste de micronucleo) para avaliar danos induzidos por estressores quimicos e fisicos, o
objetivo desse estudo foi rastrear o uso desse biomarcador em aves. Acrescenta-se ainda
que esse € o primeiro estudo a analisar a variagdo temporal da aplicacdo do teste de
micronucleo ¢ outras AEN’s em aves, levando em consideracdo eritrocitos, células da

medula dssea e células esfoliadas de mucosa bucal.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Nesse estudo foram rastreados artigos sobre o teste de microndcleo em aves em
quatro bases de dados, a ISI Web of Science (www.isiknowledge.com), Scopus
(www.scopus.com), Scielo (http://www.scielo.org) e PubMed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) com as  seguintes  palavras-chave:
“micronucleis” OR “micronucleus test” AND “birds”. Combinagdes subsequentes,
genotoxicity OR cytotoxicity AND birds foram utilizadas no intuito de ampliar o numero
de artigos publicados sobre o teste de micronucleo em aves. Os dados foram compilados
do periodo mais remoto em cada base, até agosto de 2020, baseados no estudo recente de
Benvindo-Souza et al. (2020). Para cada artigo encontrado foram examinados, (a) ano de
publicacdo, (b) aspecto geografico das pesquisas (paises), (c) tipo de anormalidades
nucleares avaliadas, (d) espécies investigadas, e (e) origem das amostras de estudo
(classificado nas categorias: laboratério ou pesquisa/campo). Os dados foram
apresentados por meio de frequéncia absoluta e relativa. O software livre QGIS foi

utilizado para apresentar os estudos no aspecto geografico.



14

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Aspecto temporal e geografico

Um total de cento e seis (106) artigos foram encontrados nas bases de dados, destes,
apenas quarenta e oito (48) atenderam a aplicacéo do teste de MN, e um avaliou somente
AEN’s (células eritrocitarias anucleadas, Gongalves et al., 2020) sendo publicados entre
1992 a Agosto de 2020. O maior volume de publicacdes ocorreu para a Gltima década
(Figura 1), o que indica uma maior difusdo dessa temética no meio cientifico.
Considerando as aves como sentinelas de ambientes perturbados e pela sua diversidade
faunistica, dados como estes ainda podem ser considerados escassos. Tais estudos
envolveram 17 paises (Figura 2), dos quais o Paquistdo e Brasil lideram em namero de
trabalhos. No Paquistdo, o maior nimero de trabalhos esteve relacionado a estudos
experimentais com aves de interesse alimentar (Gallus gallus domesticus), o que pode
estar ligado ao alto consumo de carne de frango naquele pais (Gaffar et al., 2017; Hussain
et al., 2017). Ao se considerar que o Paquistdo desempenha um papel importante no
mercado de producdo de proteina animal em curto tempo para nutricdo das pessoas
(Shahzad et al., 2012; Rasool et al., 2013) torna-se importante a compreensao dos efeitos
de xenobidticos para a seguranca alimentar, fazendo desse pais 0 maior impulsionador
dessas investigacdes e seguranca alimentar (Gaffar et al., 2017).

A participagdo expressiva do Brasil com o teste de MN e outras AEN’s esteve
voltada tanto para animais selvagens, encontrados facilmente na fauna brasileira (com n
= 6 trabalhos o que corresponde a 60%) (Pinhatti et al., 2006; Adam et al., 2015; Baesse
et al., 2015; Souto et al., 2018; Baesse et al., 2019; Goncalves et al., 2020) como espécies
exoticas (ndo naturais da fauna brasileira totalizando n = 4 ou 40%) (de Souza et al., 2017;
de Faria et al., 2018; Sampaio et al., 2019; Vieira et al., 2019). No Brasil, devido as suas
grandes extensoes territoriais e de areas agricolas, o pais leva o posto de um dos maiores
consumidores de agrotéxicos do mundo (Vieira, 2017), 0 que consequentemente gera

preocupacOes para a salde das aves expostas a pesticidas.



6,
5,
4
(7]
>
.;3,
S
<
2,
N u u I I
07 1 L L 1 T T 1T T T T T T 1
AN MO OMN~NDOOODO AN MSTLUON~NDOOODO A ANMSTSL OMN~NOO O
OO OOO0OO0O0OO0O0DO0DO0DO0DO0O0 AN
OO OOODODODODODODODODODODODODODODOOO OO
A A A A d AN AN AN ANANANANANANANANANANAN NN AN AN NN
Ano

15

Figura 1: Variagdo temporal no nimero de artigos publicados entre 1992 a agosto de 2020 com

o teste de micronudcleo em aves.
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O levantamento dos dados permitiu constatar que ainda é escassa a producao
cientifica para o grupo das aves utilizando como biomarcador a analise de MN e demais
AEN’s. Entre os 106 artigos encontrados nas bases de dados, um total de 48 foram
analisados na presente revisdo, 50% (n = 24 estudos) foram trabalhos experimentais e
45,8% (n = 22) ocorreram in situ. Ja o estudo de Stoncius e Lazutka (2003) envolveu
analises de amostras em laboratorio e in situ (2,08%, n = 1). Cita-se também o estudo de
Adam et al. (2013) os quais realizaram uma avaliacdo ex-situ em zooldgico (2,1%; n =
1;Figura 3). Nesse contexto, 45,8% das pesquisas envolveram o interesse quanto ao
biomonitoramento de aves selvagens, e 54,2% estiveram voltados a avaliacdo de aves de
interesse econdmico como Coturnix japonica e Gallus gallus domesticus. De modo
complementar, dos 48 trabalhos investigados, 39 avaliaram somente eritrocitos, 7
avaliaram medula déssea e/ou eritrocitos e apenas 1 avaliou mucosa bucal. Os animais
estudados estiveram distribuidos em 132 espécies de oito guildas troficas, tais como,
onivoros, insetivoros, carnivoros, frugivoros, granivoros, herbivoros, piscivoros e
nectarivoros.

Nenhuma correlacdo foi aplicada para a investigacdo entre o habito alimentar e a
frequéncia de MN e AEN’s. No geral a relagdo entre a frequéncia de micronucleos e a
guilda tréfica na fauna selvagem ainda tem sido escassa. Embora a dieta tenha sido uma
variavel potencial para o uso do teste de MN, abordada principalmente em humanos
(Thomas et al., 2009). Em trabalhos com mamiferos, como 0s morcegos, guildas como
insetivoros e frugivoros sdo mais sensiveis aos xenobioticos (Benvindo-Souza et al.,
2019a,b). Nesse sentido, em assembleias de aves, a riqueza de insetivoros e granivoros
tenderam a diminuir com a intensificacdo agricultura (Bouam et al., 2017). Tendo em
vista aos fortes impactos gerados pelos pesticidas na biodiversidade animal (Peluso et al.,
2020; Suliman et al., 2020), a correlacdo entre a frequéncia de MN e guildas troficas em

paisagens perturbadas é altamente encorajada.
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Figura 3: Tipos de estudos com espécies de aves que utilizaram como biomarcador o teste de

micronucleo.

Sintese dos principais fatores de potencial genotoxico em aves

As substancias genotéxicas podem ter efeitos deletérios sobre a dinamica
populacional, tornando-se uma questdo preocupante na biologia da conservacao (Santos
et al., 2017). A malformacdo eritrocitaria reflete a exposicédo a fatores que geram danos
gendmicos durante a formacao de eritrécitos (De Mas et al., 2015). Nesse estudo, uma
gama de agentes xenobiéticos foi avaliada para dano genotoxico em aves, como aqueles
usados em atividades agricolas, tais como inseticidas, fungicidas e herbicidas.

Os primeiros estudos surgiram na década dos anos noventa, como 0s experimentos
com o inseticida Lindano. Observando um aumento significativo da frequéncia de
micronucleos nas células da medula dssea de aves que foi induzido por todas as doses
(100, 75 e 50 mg / kg) administradas por via intraperitoneal ou oral, enquanto nos
eritrocitos periféricos apenas as duas doses intraperitoneais maiores geraram aumentos
significativos de células micronucleadas (Bhunya e Jena 1992). Posteriormente, estudos
com o pesticida organofosforado (monocrotofos), demonstraram a indugéo
de micronudcleos na medula dssea e eritrocitos do sangue periférico foi observada apds 24
h de exposicdo com a dose mais alta (5 mg / kg) sobre os tratamentos (Bhunya e Jena,
1993). O triazofos também promoveu alteragcdes bioquimicas e histo-arquiteténicas em
células sanguineas com nucleo picndtico e extensa vacuolizacdo em hepatdcitos de

codornas, além de formacdo de MN, eritrocitos com nucleos lobados, bolha nuclear,
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nacleos entalhados e eritrocitos em forma de pera com aumento significativo em aves
tratadas com triazofa (Ghaffar et al., 2015b).

Estudos com inseticidas, tais como malatido em experimentos com aves revelaram
potencial toxicologico elevado, considerado um perigo para a salde e para 0 meio
ambiente, com seu uso principalmente atribuido a agricultura intensiva (Jira et al., 2012).
A administracéo dessa substancia em diferentes doses na cadeia alimentar levou & inducéo
de mutacdes e efeitos tdxicos nas génadas em aves (Hussain et al., 2015). Em outro
estudo, Hussain et al. (2017), demonstraram que o Fipronil promoveu aumento na
frequéncia de MN’s em células sanguineas e medula dssea. A cipermetrina pode ser
considerada como um pesticida seguro devido a sua rapida capacidade inseticida e ainda
apresentar uma menor toxicidade e ser biodegradavel, entretanto levou a alteracdes
clinico-hematoldgicas e um significativo aumento na frequéncia de MN em aves (Sharaf
et al., 2010).

Para estudos com fungicidas, foi identificado que o arsénio e o sulfato de cobre
sozinhos em niveis mais elevados ou/em combinagdo, ou mesmo em niveis mais baixos
aumentaram a frequéncia de eritrocitos com MN, bolha nuclear, nucleo lobado e
entalhado, indicando efeitos clinico-hematoldgicos e mutagénicos severos para aves
(Ghaffar et al., 2015a). Aliado a isso, o potencial genotoxico do sulfato de cobre em aves
ja tinha sido descrito inicialmente por Bhunya e Jena (1996). Outros trabalhos, como o
de Ghaffar et al. (2017a), concluiram que mesmo em baixos niveis, a combinacao de
arsénico e ureia afetam atributos clinicos, parametros hemato-bioquimicos e morfologia
dos eritrocitos em aves.

Resultados de Hussain et al. (2012), mostraram que o herbicida Atrazina com doses
mais elevadas (500 mg/kg de peso corporal) promove alteracGes bioguimicas e mudancas
no nacleo de eritrocitos. Em um trabalho experimental, o Butaclor (herbicida de
cloroacetanilida) administrado na alimentacdo de Coturnix japonica demonstrou um
namero significativamente maior de eritrocitos com MN, nucleos lobados e entalhados
(Hussain et al., 2014). Filhotes de Garga-roxa Ardea purpurea e da Garga-branca Egretta
garzetta apresentaram alta frequéncia de MN no sangue tendo associacdo com intensas
atividades agricolas (Barata et al., 2010).

Além desses, citam-se trabalhos em &reas urbanas, que em razdo da
biodisponibilidade desses agentes genotoxicos e carcinogénicos, geram preocupacdes
sobre os potenciais efeitos crénicos & saude das populaces (Gonzalez-Acevedo et al.,

2016). Em éreas urbanas, a alta frequéncia de MN foi observada em gaivotas Larus
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argentatus (Skarphedinsdottir et al., 2010) e em pombos Columba livia (Gonzélez-
Acevedo et al., 2016). Em um trabalho com 73 (setenta e trés) aves selvagens distribuidas
em 17 (dezessete) espécies das ordens Passeriformes e Columbiformes de unidade de
conservacdo, Quero et al. (2016), constataram alta proporcdo de individuos, com
eritrécitos micronucleados e brotos nucleares, representando 90,4% e 80,9%, dos
individuos, respectivamente. Essa investigagdo demonstrou a eficicia deste teste para
biomonitoramento da fauna selvagem, mesmo em areas relativamente menos impactadas
por poluentes.

Para metais pesados, De Mas et al. (2015), objetivaram fornecer dados bésicos a
serem utilizados em informagdes sobre a evolugdo do dano gendmico de pinguins
(Pygoscelis adeliae, Pygoscelis antarctica e Pygoscelis papua) ao longo da Peninsula
Antartica. Ainda com respeito a avaliacdo de metais pesados, trabalhos de Barbosa et al.
(2013) afirmam que a frequéncia de AEN’s pode ser em razdo das pressdes de atividades
humanas. N&o obstante, residuos de efluentes da industria de curtumes, apontados como
fontes potenciais de poluicdo ambiental (Zapata et al., 2016), e lixiviados de chorume,
induziram a frequéncia de MN e AEN’s de aves (Alimba e Bakare, 2016; Santos et al.,
2017). Outros xenobidticos, como os residuos lixiviados de aterros sanitarios, possuem
potencial citotoxico e genotoxico em codornas (Alimba e Bakare 2016).

Micronucleo e anormalidades nucleares em aves

Os MN’s sdo formados durante a divisao celular pela condensacéo de fragmentos
cromossémicos ou cromossomos inteiros que ndo sao incluidos no nucleo principal apds
a anafase (Thomas et al., 2009; Fenech et al., 2011). As caracteristicas basicas dos MN’s
consistem em (i) pequeno nucleo separado do nucleo principal, (ii) apresentar mesma
coloracao e refringéncia do nucleo, e (iii) apresentar entre 1/3 e 1/6 de didametro do nucleo
principal. Adicionado a pontuacdo de MN, diferentes anormalidades eritrocitarias
nucleares (AEN’s, Figura 4) tém sido analisadas, pois malformagdes eritrocitarias
refletem a exposicdo a fatores que geram danos genémicos durante a formacdo de
eritrocitos (De Mas et al., 2015). No estudo de Santos et al. (2017) avaliando aves em
reabilitagdo, ¢ sugerido que a avaliacdo das AEN’s, em vez das frequéncias MN isoladas,
pode ser uma ferramenta complementar Gtil para o estudo do dano ao DNA induzido em
aves, pois responde de forma sensivel a diferentes caracteristicas da histéria de vida das

aves.
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No presente estudo observamos que AEN’s comecaram a ser estudadas
recentemente (Hussain et al., 2012, 2014; Ghaffar et al., 2015a,b; Goncalves et al., 2020),
portanto, ainda sdo escassas para aves selvagens (De Mas et al., 2015). Reforca-se ainda
que as aves sdo capazes de trocar todos 0s seus eritrocitos em periodo relativamente
curto, na faixa de 28-45 dias (Jones 2015), no entanto, de acordo com Quero et al.
(2016) a capacidade de remover glébulos vermelhos alterados é questionavel. Nesse
sentido, demonstra-se claramente a necessidade de mais estudos, especialmente os de
natureza ecotoxicoldgica para o grupo das aves selvagens.

Entre as principais AEN’s estd 0 broto nuclear que possui corpo nuclear
conectado ao nucleo principal por uma fita nucleoplasmatica ou ponte nucleoplasmatica
estreita ou larga (Balognese et al., 2013). Essa anormalidade nuclear é tdo expressiva
quanto os MN’s na caracterizacdo de dano genotoxico (Gémez-Meda et al., 2006;
Fenech et al., 2011). Esses corpos originam-se de fragmentos acéntricos intersticiais ou
terminais durante a divisdo nuclear ou na fase S como um estagio na extrusdo de DNA
extra e possivelmente da origem a MN (Lindberg et al., 2007). Semelhante a este dano,
as pontes nucleoplasméticas sdo indicativas de erros de reparo de DNA, rearranjos
cromossémicos ou fusBes teloméricas (Fenech et al., 2011). Em aves essa anormalidade
nuclear foi registrada no estudo de Quero et al. (2016). As células binucleadas possuem
dois nucleos com a mesma morfologia, textura e intensidade de coloracdo e foco
(Bolognese et al., 2013). O mecanismo mais provavel para a formacdo de células
binucleadas é a falha da citocinese, seja devido a defeitos na formacdo do anel de
microfilamento ou a parada do ciclo celular, cujos nicleos podem estar separados ou se
tocarem (Bolognese et al., 2013).

Os nucleos entalhados como caracteristica, possuem profundidade marginal
apreciavel no nucleo (Jindal e Verma 2015). No estudo de Quero et al. (2016), foi
encontrada alta proporcdo de individuos que apresentam essa anormalidade nuclear em
varias espécies de aves, assim, foi sugerido que os nucleos entalhados possam ser tdo
informativos quanto os MN’s e os brotos nucleares como biomarcadores em
comunidades de aves. As causas e mecanismos de formacgdo de nucleos entalhados
ainda sdo desconhecidos (Quero et al., 2016). Quanto as bolhas nucleares, estas
apresentam uma evaginacéo relativamente pequena da membrana nuclear, que contém
eucromatina (Alimba e Bakare 2016). A formacdo de bolhas nucleares pode ser devida

a geracdo excessiva de DNAse ativada por caspase, que é responsavel pela clivagem das
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proteinas nucleares (gelsolina, fodrina e vimentina) do citoesqueleto (Lim et al., 2009;
Hussain et al., 2015).

Em relacdo ao nacleo em forma de rim, como o proprio nome sugere este apresenta
um perfil em forma de rim (Carrola et al.,, 2014), podendo representar diferentes
precursores de MN’s ou fendmenos de binucleacdo (Harabawy e Mosleh 2014). J& os
nacleos lobados, possuem evaginagdes na membrana nuclear, e podem ter varios lébulos
(Jindal e Verma 2015). Para Bouilly et al. (2003), uma possivel especulacdo de origem
dos nucleos lobados, € a de que este se da devido a aneuploidia, que é um processo no
qual anormalidades cromossémicas ocorrem aumentando, diminuindo o ndmero de
cromossomos ou alterando a estrutura dos cromossomos. Em células com cauda nuclear,
0 nucleo sofre um estreitamento e alongamento progressivos levando ao surgimento de
anormalidade semelhante a uma cauda (Kursa e Bezrukov 2007). Sua origem embora
pouco conhecida pode ter mesmo mecanismo de surgimento daquele das pontes
nucleoplasmaticas (Anbumani e Mohankumar 2015), ou devidos a aneuploidia (Hussain
et al., 2015). O ndcleo segmentado apresenta o nucleo separado por uma constricao em
partes, ndo sendo necessariamente do mesmo tamanho, sendo nucleos em forma de
ampulheta, geralmente assimétricos (Carrola et al., 2014).

As células com cromatinas condensadas sdo caracterizadas por um nucleo em
padrdo estriado devido a areas paralelas de cromatina condensada que sdo intensamente
coradas (Balognese et al., 2013). Esse tipo de estrutura tem sido associado ao processo
de apoptose (Oberhammer et al., 1994; Balognese et al., 2013). Nesse estudo, nucleo
condensado foi encontrado apenas no trabalho de Ghaffar et al., (2015a) com uso de
eritrocitos, contudo, esse tipo de anormalidade é mais comumente estudado em células

esfoliadas de mucosa bucal humana (Thomas et al., 2009; Balognese et al., 2013).
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Figura 4: Esquema das alteragdes eritrocitarias nucleares (AEN’s) baseado nos tipos mais

frequentes encontrados em aves.

Enfatizamos ainda nesta revisao que o teste de MN também tem sido aplicado em
ceélulas esfoliadas de mucosa bucal de aves, encontrando micronucleos, células com broto
nuclear, células binucleadas, caridlise, células com cromatina condensada, cariorréxis e
picnose (Shepherd e Somers 2012), o qual foi adaptado com base no ensaio em células
esfoliadas de mucosa bucal humana (Thomas et al., 2009). As células basais, de acordo
com Thomas et al. (2009) e Balognese et al. (2013) sdo as menores encontradas no extrato
da camada basal, e possuem ndcleo maior em relacdo ao citoplasma. Célula carrioréxsi
apresenta como caracteristica, fragmentacdo nuclear avancada, sendo indicativo de
desintegracdo nuclear resultante de apoptose (Thomas et al., 2009; Balognesi et al., 2013).
Células picnoticas possuem um pequeno nucleo encolhido e intensamente corado
(Thomas et al., 2009; Balognesi et al., 2013). O significado biol6gico das células
picnoticas e o mecanismo que leva a formacdo nas células bucais ndo sdo totalmente
compreendidos (Balognesi et al., 2013), no entanto parece estar relacionando a morte
celular. Para caridlise, é observada uma desintegracdo completa do nucleo, resultante dos
ultimos estagios de necrose e apoptose (Majno e Joris 1995; Balognese et al., 2013).

Diante do exposto, foi observado que 45% dos autores avaliaram exclusivamente
MN, enquanto 55% avaliaram, além de MN, AEN’s. Apesar dos numerosos estudos sobre
as AEN’s, os mecanismos envolvidos em sua formacdo ainda precisam ser mais bem
revelados e sua identificacdo padronizada, a fim de evitar viés na interpretagdo de danos

mais complexos, tais como, células com nucleos reniforme, ndcleos segmentados,
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nucleos entalhados e com bolhas nucleares para ndo tendenciar os dados. Assim, uma
padronizacdo dos tipos de anormalidades nucleares resultara maior informacdo da
integridade dos eritrocitos, células de medula 6ssea e células esfoliadas de mucosa bucal,
além disso, favorecerda maior espectro de conhecimento sobre a origem genética de tais
danos, como ja ocorrem com em células esfoliadas de mucosa bucal humana. Finalmente,
variaveis como, espécies, sexo, idade, dieta e agentes xenobidticos podem influenciar na

frequéncia de microndcleo, e assim sdo encorajadas a investigacao e sua correlacao.

3.5 CONCLUSAO

Constatamos que o teste de MN em aves mostrou estar em um processo de
crescimento, deixando claro um vasto campo para novas investigacdes. Foi evidenciado
que ndo existe um padrdo de prioridade quanto aos tipos de AEN’s. Tais alteragdes devem
vir adicionadas ao fato de os microndcleos demonstrarem mais informacdes quanto ao
dano ao DNA do animal, diante dos agentes xenobidticos. Outra questdo relevante, diz
respeito a origem genética das AEN’s, uma vez que, muitas continuam obscuras e
realcamos a luz para investigacGes futuras. Relacéo entre guilda trofica, sexo, indice de
massa corporal com a frequéncia de microndcleos e anormalidades nucleares sao

fortemente recomendados para demonstrar maior espectro desse biomarcador.
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FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS E ANORMALIDADES
ERITROCITARIAS NUCLEARES EM AVES SELVAGENS NO CERRADO
CENTRAL, BRASIL

RESUMO

As aves de vida livre desempenham um papel importante como bioindicadoras em
ambientes naturais. Neste estudo, utilizamos o teste de Micronicleo e outras
Anormalidades Eritrocitarias Nucleares para investigar a diferencga na frequéncia de dano
genotoxico entre animais de areas agricolas em relacdo a area conservada. Também
discutimos sobre o habito alimentar da avifauna como variavel importante em anélises
ecotoxicoldgicas. Nossos resultados apontam uma diferenca entre as guildas insetivora,
granivora e onivora. O onivoro Gnorimopsar chopi foi & espécie mais sensivel na area
protegida. J& na area agricola, os animais ndo diferiram na frequéncia de dano genotoxico.
Na comparacao entre espécies comuns em ambos 0s ambientes, G. chopi de area agricola
apresentou frequéncia de microndcleo quase trés vezes maior em relacdo a espécimes
coletados na area conservada. Com base nestes resultados, este estudo soma aos esforgos
da utilizacdo do teste de micronlcleo como ferramenta simples e acessivel para o
biomonitoramento da fauna selvagem. Concluimos, que o passeriforme, G. chopi mostrou
ter a integridade do DNA afetada e, portanto, pode ser um forte candidato para indicar a

salide ambiental.

Palavras-chave: Avifauna, ambiente agricola, gquilda tréfica, genotoxicidade,

ecotoxicologia
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MICRONUCLEUS AND NUCLEAR ERYTHROCYTE ABNORMALITIES IN
WILD BIRDS IN THE CENTRAL CERRADO, BRAZIL

ABSTRACT

Free-living birds play an important role as bioindicators in natural environments. In this
study, we evaluated the Micronucleus test and other Nuclear Erythrocyte Abnormalities
to investigate the difference in the frequency of genotoxic damage between animals in
the agricultural area in relation to the conserved area. We also discussed bird eating habits
as an important variable in ecotoxicological analyzes. Our results point to a difference
between the insectivorous, granivorous and omnivorous guilds. The omnivore
Gnorimopsar chopi was the most sensitive species in the protected area. In the
agricultural area, the animals did not differ in the frequency of genotoxic damage. In the
comparison between common species in both environments, G. chopi of agricultural area
presented a micronucleus frequency almost three times higher in relation to the same
species in the conserved area. Based on these results, this study demonstrated that the
micronucleus test is a simple and accessible tool for the biomonitoring of wild fauna. We
concluded that G. chopi had the DNA integrity affected and, therefore, can be an

important species to demonstate (or evaluate) environmental health.

Keywords: Avifauna, agricultural environment, trophic guild, genotoxicity,

ecotoxicology
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4.1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos paises com maior riqueza na diversidade de aves do mundo
(Vitorino et al., 2018), isso representa 1814 espécies conhecidas no territério nacional
(BLI, 2020). Dessas espécies, mais da metade é encontrada no Cerrado (BLI, 2020), das
quais 29 sdo endémicas (Silva, 2014). O Cerrado brasileiro € considerado uma das
savanas mais ricas do mundo (Ferreira et al., 2012) e nas Ultimas décadas vem sofrendo
constantes mudancas pelas atividades humanas (Bichsel et al., 2016), em especial pela
pratica agricola, a qual tem sido a principal atividade antropica responsavel pela
transformacdo da paisagem natural (Grecchi et al., 2014). Embora essas atividades
agricolas sejam importantes para a economia do pais e abastecimento do mercado interno,
também impacta drasticamente o ecossistema natural. Dessa forma, a utilizacdo de
organismos biomonitores como as aves, é importante para a avaliacdo da perturbagédo
ambiental. Estes organismos possuem o héabito alimentar diversificado, usam varios
extratos da vegetacao, inclusive habitam ambientes contaminados (Baesse et al., 2015),
com isso podem ser utilizados para o fornecimento de informacGes sobre a qualidade dos
ecossistemas nos quais estdo inseridos (Quero et al., 2016).

O teste do microntcleo (MN) € um biomarcador frequentemente utilizado para
previsdo do potencial efeito de xenobidticos em espécies da vida selvagem como, peixes
(Kontas e Bostanci 2020), anfibios (Borges et al., 2019; Benvindo-Souza et al., 2020),
répteis (Simonyan et al., 2018; de Oliveira et al., 2020), aves (Baesse et al., 2019;
Gongalves et al., 2020) e mamiferos (Benvindo-Souza et al., 2019a, b). Os micronlcleos
sdo pequenos corpos nucleares encontrados proximos ao nucleo principal das células e
que se formam durante a mitose (Shepherd et al., 2012), seja por atraso na divisdo
cromossdmica (efeito aneugénico) ou fragmentacdo dos cromossomos (efeito
clastogénico), demonstrando, portanto, um dano ao material genético (Bosch et al., 2011).
Além dos microndcleos, outras anormalidades eritrocitarias nucleares (AEN’s), tais como
brotos nucleares, nucleos reniformes, nucleos lobados, caudas nucleares, ndcleo
entalhados (Quero et al., 2016) também sdo indicativas de dano ou, no minimo, de
instabilidade genémica.

Reconhecendo que algumas espécies de aves podem ser utilizadas como
bioindicadoras de ambientes transformados, sobretudo com o impacto da poluicdo
(Quiros et al., 2008; Baesse et al., 2019; Gongalves et al., 2020), esse estudo teve como

objetivo avaliar o dano genotoxico com a utilizacéo do teste do MN e outras AEN’s em
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aves de ambiente agricola e de unidades de conservacdo no Cerrado, Brasil. Além disso,
objetivou-se associar a genotoxicidade ao hébito alimentar da avifauna. Reportamos
ainda que a pontuacdo de células como broto nuclear, células com nucleo reniforme e

células binucleadas é demonstrada pela primeira vez em aves de vida livre no Brasil.

4.2 MATERIAL E METODOS

Declaracgao de ética

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto
Federal Goiano (n. 2295300119) e pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (n. 67504-1).

Area de estudo

A coleta das aves ocorreu em duas diferentes paisagens (Figura 1). A primeira
delas é formada por areas agricolas de cultivo de soja, no municipio de Rio Verde, estado
de Goias, Brasil. Este municipio € considerado o principal produtor de soja do estado de
Goiéas (IMB, 2018) e é citado entre os dez municipios brasileiros com maior consumo de
pesticidas no pais (Pignati et al., 2017). Nessa regido, os animais foram investigados em
bordas de areas de cultivo de soja e milho, proximos de fragmentos florestais. A outra
area escolhida para o estudo, foi o Parque Nacional das Emas (PNE), uma Unidade de
Conservacao Federal localizada no Centro-oeste do Brasil, que protege 131.800 ha do
bioma Cerrado (ICMBio, 2019). As coletas neste ambiente ocorreram com o proposito
de estabelecer um comparativo entre um ambiente antropizado e predominantemente
agricola e um ambiente minimamente protegido. No PNE, as coletas ocorreram nos meses
de fevereiro e setembro de 2019, ja no ambiente agricola, ocorreram nos meses de

fevereiro e julho de 2019.
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Figura 1: Areas utilizadas para amostragem de aves no estado de Goiés, Brasil.

Comunidade de aves

As aves (Tabela 1) foram capturadas com auxilio de 10 redes-de-neblina de 12,0 x
2,5 m, as quais permaneceram abertas nas primeiras 4 horas do amanhecer (Pascoal et al.,
2013). Em cada ambiente (Conservado e Agricola), o esforgo amostral de 6,000m?/h
(cinco dias) foi padronizado, somando 12,000 m?h nas duas éareas. Para a aplicagio do
teste do MN, contabilizamos aquelas espécies que detiveram maior abundancia. Nesse
caso, o critério foi considerado um minimo de 5 e um méaximo de 10 animais por espécie
para determinagdo do dano genotoxico, incluindo a analise de outras alteracOes

eritrocitarias nucleares (AEN’s).
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Teste de Microndcleo e outras AlteracGes Eritrocitarias Nucleares

Amostras de sangue foram coletadas pela perfuracdo da veia metatarsal com
auxilio de uma agulha de insulina 26G de 1ml/U100, e uma gota de sangue foi colocada
diretamente sobre as laminas (Souto et al., 2018). O esfregaco sanguineo foi feito em duas
l&aminas para cada individuo, em seguida, os animais foram soltos no mesmo local de
captura. As laminas foram fixadas com metanol absoluto por 10 min e coradas em Giemsa
(5%) por 10 min (Souto et al., 2018). Um total de 1000 eritrocitos foi avaliado por animal
com auxilio de um microscopio éptico (modelo Lab 1001 TB) com camera digital
(3,0Mp) acoplada. Para a identificacdo de MN (Fenech, 2000), foram considerados
aqueles que apresentaram i) estruturas semelhantes ao ndcleo principal, tendo entre 1/3 e
1/16 de tamanho; ii) auséncia de conexao com o nucleo principal; iii) mesma forma,
textura e intensidade de coloracdo do ndcleo principal. Além das células micronucleadas,
outras AEN’s também foram avaliadas, tais como: células com broto nuclear, células com
nacleo reniforme, células binucleadas e células anucleadas (Ghaffar et al., 2017; Santos
etal., 2017).

Andlise estatistica

Os dados de MN e outras AEN’s sdo apresentados como a frequéncia média (+
erro padrdo). As variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de normalidade
(Shapiro-Wilk) e de homogeneidade das variancias (Levene). O teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido do teste post-hoc de Dunn foi realizado na comparacdo da
frequéncia de MN entre as espécies dentro de cada ambiente. Para as AEN’s, os dados
seguiram distribuicdo normal e uma analise de variancia (ANOVA) seguida do teste post-
hoc de Tukey. Para as espécies comuns em ambos 0s ambientes, o teste T de Student (para
G. chopi), e o teste U de Mann-Whitney (em V. jacarina) foram executados. Valores de

p< 0,05 foram considerados significativos.

4.3 RESULTADOS

No presente estudo, 114 aves de vida livre, pertencentes a treze espécies foram

capturadas (Tabela 1). Na area conservada houve maior riqueza de espécies (S = 12) e
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abundancia (n = 82) em compara¢do com a area agricola (S = 7, n = 32). O indice de
diversidade de Shannon (H’) indicou maior diversidade de espécies na area conservada
(H’=1,95) e menor na area de lavoura (H’ = 1,59). O indice de dominancia (D) para o
ambiente conservado foi de D = 0,19 e ambiente agricola D = 0,24, demonstrando que
espécies generalistas dominam o ambiente agricola sobre o ambiente conservado. As
espécies da area agricola estavam distribuidas em 3 ordens, das quais, a passeriforme foi
a mais abundante.

Tabela 1: Espécies de aves coletadas em ambos os ambientes de estudo.

Ordem/Familia/Espécie Nome popular Conservado Agricola  Guilda Total
troéfica

Passeriformes

Dendrocolaptidae

Lepidocolaptes angustirostris Arapagu-do- 3 4 7

(Vieillot,1818) campo Insetivora

Tyrannidae

Pitangus sulphuratus (Linnaeus, Bem-te-vi 2 1 Insetivora 3

1766)

Elaenia chiriquensis (Lawrence, Chibum 0 1 Insetivora 1

1865)

Thraupidae

Coereba flaveola (Linnaeus, 1758) Sebinho 1 0 Nectarivora 1

Sicalis flaveola (Linnaeus, 1766) Canério-da-terra 1 0 Granivora 1

Sporophila caerulescens Coleirinho 10 0 Granivora 10

(Vieillot,1823)

Volatinia jacarina (Linnaeus, 1766) Tiziu 23 12 Granivora 35

Furnariidae

Furnarius rufus (Gmelin, 1788) Jodo-de-barro 2 1 Onivora 3

Icteridae

Gnorimopsar chopi (Vieillot, 1819) Passaro-preto 23 6 Onivora 29

Turdidae

Turdus rufiventris (Vieillot, 1818) Sabia-laranjeira 2 0 Insetivora 2

Passerellidae

Ammodramus humeralis (Bosc, Tico-tico-do- 2 7 Granivora 9

1792) campo

Cuculiformes

Cuculidae

Crotophaga ani (Linnaeus, 1758) Anu-preto 4 0 Carnivora 4

Columbiformes
Columbidae
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Columbina talpacoti (Temminck, Rolinha-vermelha 9 0 Granivora 9
1811)

Abundancia por ambiente (n) 82 32 114
Rigueza de espécies (S) 12 7 13

Para o teste de MN, somente as espécies mais abundantes foram consideradas para
as analises eritrocitarias (Tabela 2; Figura 2). No ambiente conservado (Tabela 2) os
animais pertenciam a trés guildas tréficas, onde uma diferenga na frequéncia de MN (H
=6,8571; p=0,03) foi observada entre as espécies insetivora (E. chiriquensis), granivora
(V. jacarina) e onivora (G. chopi). Neste caso, G. chopi foi a Unica espécie sensivel na
frequéncia de MN’s. J4 no ambiente agricola, cinco espécies foram mais abundantes, e
embora G. chopi detivesse maior frequéncia de dano em relagdo as demais espécies, ndo
houve diferenga entre as populag¢des (H = 5,2252; p = 0,26). Em seguida, avaliando o
total de AEN’s dentro dos ambientes, nao foram observadas diferengcas para a area

conservada (F(2,22)=0,3504; p =0,71) e agricola (F4,37= 1,9895; p=0,11).

Tabela 2: Frequéncia média de MN e total de AENS por espécie dentro de cada ambiente.

Ambiente/Espécie Guilda Média + erro padréo

MN Total AENs
Conservado
E. chiriquensis (n = 5) Insetivora 0,00+0,00 a 1,40+0,42 a
V. jacarina (n = 10) Granivora 0,00+0,00 a 2,10+0,44 a
G. chopi (n = 10) Onivora  0,40+0,23 b 1,50+0,46 a
Agricola
V. jacarina (n = 10) Granivora 0,03%0,26 a 2,50+0,40 a
S. caerulescens (n = 10) Granivora 0,60+0,37 a 1,50+0,41 a
A. humeralis (n=7) Granivora 0,71+0,37 a 1,00+0,38 a
C. talpacoti (n = 09) Granivora 0,78+0,51 a 2,3310,52 a
G. chopi (n = 06) Onivora 1,17+0,35 a 0,50+0,37 a

Semelhancas estatisticas sdo indicadas por letras iguais. Enquanto letras diferentes sdo representacdes de
diferengas significativas. Teste Kruskal-Wallis realizado dentro de cada ambiente para MN, seguido do
teste post-hoc de Dunn. Anélise de variancia (ANOVA) seguida do teste post-hoc de Tukey realizado para
AEN’s. Em ambos os testes considerou um p<0,05.
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Figura 2: Fotomicrografia de células sanguineas de aves. E possivel identificar um microntcleo

e as demais anormalidades nucleares em eritrdcitos de aves. Aumento: objetiva de 100x.

Apds a avaliacdo dentro de cada ambiente, foram selecionadas as espécies comuns
em ambas as areas (G. chopi e V. jacarina) para verificacdo da influéncia dos distintos
ambientes nos pardmetros genotoxicos. Foi observado que a espécie onivora G. chopi
apresentou uma média de quase trés vezes mais MN no ambiente agricola em comparacgéo
com a mesma espécie de area conservada (Figura 3). Por outro lado, a granivora V.
jacarina nao apresentou diferenca na frequéncia de MN entre as areas (U = 40; p = 0,44).
Para a soma total das ANE’s de ambas as espécies ndo foram observadas diferenca entre
os animais (V. jacarina, t =0,5098; p= 0,61 e G. chopi, t =1,0923; p = 0,29) nos diferentes

ambientes.
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Figura 3: Frequéncia média de MN em G. chopi na area conservada em versus na area agricola.

4.4 DISCUSSAO

Ha quase 30 anos o teste de MN vem demonstrado a sensibilidade de aves aos
estressores ambientais. Comparadas a outros vertebrados, muitas aves possuem
capacidade de voo e podem acumular ar nos sacos aéreos, o que favorece a absor¢édo de
gases ou particulas (Baesse et al., 2019). Desse modo, a absorcdo de ar poluido pode ser
um agente responsavel pela indu¢do de MN’s (Baesse et al., 2019). Isso favorece maior
predisposicdo de dano genotoxico em diferentes ambientes, como em areas de poluicdo
urbana (Baesse et al., 2019; Goncalves et al., 2020), ou ambientes agricolas onde ocorrem
pulverizacbes mecanizadas, como no presente estudo. Além disso, as aves estdo
susceptiveis a contato com alimentos contaminados.

Observamos a sensibilidade de aves selvagens em dois distintos ambientes no
cerrado brasileiro. No ambiente conservado foram registrados animais pertencentes a trés
guildas troficas (insetivora, granivora e onivora), e a espécie onivora (G. chopi)
apresentou significativa frequéncia de MN. Vale considerar que o periodo de renovagédo
de eritrécitos das aves pode ser em torno de 28-45 dias (Jones, 2015), o0 que nos leva a
duas hipoteses. A primeira € que, possivelmente, essa espécie tenha visitado areas de

lavoura fora da UC em periodo recente, embora a area de captura tenha acontecido no
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interior da area protegida, por volta de 8 a 15 km da area de lavoura. Alguns latifundios
produtores de soja que fazem divisa com a Unidade de Conservagdo, utilizam de
pulverizacdes aéreas, 0 que possibilita maior dispersdo de particulas de agrotoxicos. A
segunda hipdtese reporta a micronucleacdo espontanea. Outros estudos com aves tém
enfatizado essa abordagem (Stoncius e Sinkevicius 2003; Stoncius e Lazutka 2003; Quero
et al., 2016). Quero et al. (2016), por exemplo, encontraram frequéncia de MN em aves
de area protegida. Eles concluiram que este biomarcador pode ser efetivamente aplicado
para avaliar a instabilidade gendmica espontanea ou induzida em aves selvagens. G. chopi
€ uma espécie que evita densas florestas intactas, sendo encontrada em grandes clareiras,
bosques abertos e savanas (Fraga, 2008) como areas campestres no cerrado. Desse modo,
considerando as condi¢fes ambientais das fitofisionomias do PNE e o habito de vida de
G. chopi. a primeira hipotese é mais provavel ter acontecido. Sobretudo, na época seca
gue ocorreram as amostragens, cujas espécies precisam se deslocar em distancias maiores
em busca de alimentos.

O estudo de Lima (2013) relatou que o PNE foi criado em 1961 como parte de
uma grande fazenda com maioria de formacdes de campos limpo e sujo (~ 90%). A parte
externa ao PNE é composta por agricultura & oeste e, pecudria ao leste. Para Lima (2013)
o cerrado é, em sua grande maioria, formado por areas abertas, dentro da UC, cerca de
90% ¢é formada por campos abertos e apenas 2,5% sdo areas florestais. Sendo assim
pequenas aves como a G. chopi, terdo que, ocasionalmente, atravessar areas abertas ou
té-las como parte de suas areas de vida.

De acordo com Corey et al. (2012) pode-se perceber que o nimero de espécies de
aves de vida selvagem esta intimamente relacionado a perturbacéo e perda de habitats em
decorréncia de a¢des como desmatamento e agricultura. Em estudo recente, Salek et al.
(2020) observaram um declinio nas populacbes de aves em éareas agricolas, com
substancial reducdo para espécies insetivoras e granivoras, no entanto, as espécies
generalistas ttm mantido populacGes mais estaveis. Ainda no estudo de Salek et al. (2020)
observaram que aumento no uso de agrotdxicos afetou negativamente 0s suprimentos
alimentares e o habitat das aves, o que foi percebido também em nosso estudo, pois a
diversidade (H’) e riqueza (S) de aves na area agricola de Rio Verde é reduzida em
comparagdo com as de area conservada. Além disso, detectamos que na area agricola a
abundancia de individuos foi menor com maior dominancia de espécies generalistas.
Desse modo esses achados justificam a importancia dos estudos ecotoxicoldgicos no

sentido de gerar alertas sobre a saude dos ecossistemas.
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No ambiente agricola ndo foi detectada diferenca na comparacdo maltipla entre
o0s animais, embora G. chopi apresentasse consideravel frequéncia de MN em comparacéao
com as demais espécies. E importante evidenciar que, mesmo ndo observada a diferenca
entre o conjunto de espécies analisadas, a frequéncia de MN na area agricola foi bastante
expressiva em relacdo as espéecies do ambiente conservado, 0 que sugere que no ambiente
agricola, os animais estdo susceptiveis a instabilidade genémica. Em seguida, uma anélise
entre as espécies comuns nos dois ambientes (G. chopi e V. jacarina), demonstrou que G.
chopi apresentou uma frequéncia de danos eritrocitarios quase trés vezes maior em
ambiente agricola em relacdo ao conservado. Esses dados demonstram que essa espécie
é suscetivel ao efeito da antropizagdo ambiental. Por outro lado, a espécie granivora V.
jacarina ndo apresentou diferencas na frequéncia de MN nos dois ambientes. Em
contraste, em estudo recente, V. jacarina foi indicada como importante sentinela de
poluentes agricolas em areas de cultivo de café no Sudoeste do Brasil (Souto et al., 2018).
Nosso estudo também esta apoiado a outros estudos com anfibios e mamiferos realizados
na regido agricola de Rio Verde (Borges et al., 2019; Benvindo-Souza et al., 2019a,b) e
em outras partes do Cerrado goiano (Gongalves et al., 2015) cujos animais selvagens tém
aumentado a frequéncia de danos genotoxicos em relacéo a areas mais conservadas.

Em se tratando de animais granivoros, tanto na area conservada quanto na area
agricola ndo se observaram danos significativos. Chamamos a atencdo para a posi¢do
trofica desses animais, ja que granivoros se alimentam diretamente dos gréos e a aplicacéo
de alguns pesticidas se ddo antes da formacgdo dos mesmos. e sua formagdo. Assim 0s
animais que se alimentam de insetos ou aqueles onivoros possivelmente serdo mais
afetados pela acdo do xenobiotico do que animais especialistas em grdos, devido ao
processo de biomagnificacao ao longo da cadeia tréfica. Desse modo, novos estudos serdo
importantes enfatizando esse aspecto. Para isso, os esfor¢os de captura focados em tais
guildas sdo fortemente encorajados.

Em nosso estudo, a soma de AEN’s ndo indicou diferengas significativas em
nenhum dos ambientes, contudo, ndo significa que esses animais ndo sofreram com
estressores ambientais. A andlise das ANE’s empregada neste estudo buscou preencher a
lacuna em avaliagdes in situ no Brasil e podem ser analisadas junto a analise de MNs de
modo a elucidar maior informacdo sobre a salde das aves. Em diversos grupos
taxondmicos utilizando o teste de MN, autores também tem avaliado ANEs, em
mamiferos (Benvindo-Souza et al., 2019b), anfibios (Araujo et al., 2019, Borges et al.,
2019a,b), répteis (Mesak et al., 2019; de Oliveiraet al., 2020), peixes (Osman et al., 2019)
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e aves (Faria et al., 2018). Para o Brasil, em estudos de aves de vida livre, somente o
trabalho recente de Gongalves et al. (2020) avaliou ANE’s com a avaliacdo de células
anucleadas em Antilophia galeata. Assim, com o presente estudo acrescentamos a
literatura a pontuacdo de outros tipos celulares, tais como células como broto nuclear,
celulas com nucleo reniforme e células binucleadas, as quais sdo demonstradas pela
primeira vez em aves de vida livre no Brasil.

Reforcamos que estudos com aves silvestres no Brasil avaliando MN ainda séo
incipientes, havendo apenas seis trabalhos (Pinhatti et al., 2006; Baesse et al., 2015; Adam
et al., 2015; Souto et al., 2018; Baesse et al., 2019; Gongalves et al., 2020). Dessa forma,
com a adicdo da presente investigacdo, os estudos compreenderdo 2,87% (n = 52
espeécies) da fauna aviaria brasileira investigada para o teste de MN e 5,03% (n = 47) para
espécies de aves no cerrado. Também destacamos que com excecdo da V. jacarina
estudada por Souto et al. (2018), as demais espécies sdo investigadas pela primeira vez
com o uso deste biomarcador no pais. As praticas agricolas tém sido consideradas o
principal fator que ameaca os esfor¢os de conservacao das espécies no cerrado brasileiro
(Gomes et al., 2017). Em outro estudo recente foi projetada a vulnerabilidade de 50
espécies de aves endémicas do Cerrado frente as mudangas climéticas e uso da terra
(Borges et al., 2019), tal aspecto preocupa sobre a seguranca e salde ambiental desses
animais nos ecossistemas antropizados.

Relatamos ainda que a baixa abundancia de individuos para algumas espécies
encontrada neste trabalho, principalmente na area agricola, pode estar intimamente
associada as condicBes dos locais de coleta. A presenca de aves em um ambiente é
influenciada por diversos fatores, como por exemplo, disponibilidade de insetos, frutos,
vegetacao e até mesmo a acdo antropica (Tubelis e Cavalcanti, 2001). Além disso, essas
varidveis estdo diretamente ligadas a sazonalidade climéatica do bioma cerrado (Eiten,
1993), haja visto que apresenta duas estacdes climaticas bem definidas. A estacdo
chuvosa vai de Outubro a Margo e a estacdo da seca de Abril a Setembro. Em uma
pesquisa anterior, em regido de cerrado no estado de Goias, Rocha et al. (2015)
observaram que as guildas mais representativas em suas coletas foram onivoras e
insetivoras. A alta riqueza de aves insetivoras costuma ser padrdo para toda a regido
tropical, no entanto, chamamos a atencdo para o numero reduzido de aves capturadas
pertencentes a este habito alimentar neste trabalho, o que pode indicar uma
descaracterizacdo natural da &rea e, possivelmente, o uso de inseticidas na regido, o que

corrobora com a nossa ideia inicial, que essa guilda estaria sofrendo mais danos genéticos,
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0 que foi percebido pela pouca quantidade de aves pertencente a essa guilda em nossa
coleta. Nesse sentido, a paisagem parece ter forte relagdo com o habito alimentar das aves.
Bouam et al. (2017) por exemplo, demonstraram que aves insetivoras tendem a diminuir
sua populacdo com o aumento da intensificacdo da agricultura quando comparadas as
frugivoras. Todavia, essas observacdes requerem levar em conta o tipo de cultivo
agricola. Finalmente, para novos estudos com este biomarcador sdo importantes para aves

brasileiras, sobretudo neste bioma fortemente impactado pelo uso da terra.

4.5 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou por meio da analise de biomarcadores (MN e AEN’s) que
no ambiente conservado, a espécie G. chopi é sensivel quanto a frequéncia de MN’s. Essa
espécie, quando comparada a area agricola de soja e milho com um ambiente preservado,
apresentou maior frequéncia de danos nos animais do ambiente de lavoura. Diante destes
achados, G. chopi parece ser importante para a implementacdo em programas de
biomonitoramento da vida selvagem. Mas novos estudos ainda serdo necessarios. Para a
analise de AEN’s, ndo foi observada diferenca entre as espécies-guilda em ambos 0s
ambientes. Considerando a diversidade de aves no Brasil e os riscos que elas vém

enfrentando, nosso trabalho reforca o uso deste biomarcador no pais.
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5. CONCLUSAO GERAL

Nesse estudo mostramos a incipiéncia do teste de microndcleo em aves. Os dados
refletem a necessidade de maior utilizacdo desse biomarcador em aves de vida livre, no
sentido de reportar os efeitos da paisagem antropizada sobre estes animais. Talvez essa
caréncia em estudo seja reflexo de pouco incentivo a pesquisa e poucos profissionais do
ramo da ecotoxicologia, sendo um desafio formar esses profissionais para o futuro. Para
o Brasil, considerando a sua diversidade de aves e a crescente modificacdo ambiental,
torna uma regido impar para biomonitoramento em prol da conservacéo da vida selvagem.
Aqui, foram mostradas diferencas claras na frequéncia de micronicleo em espécie
onivora em area dominada por lavouras. Isso implica na baixa qualidade ambiental
qguando comparamos mesmos animais a uma area controle (Unidade de Conservagéo).

Desse modo, encorajamos mais estudos com esse topico no Brasil.



