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NASCIMENTO, M.E.M., ARARAS-CANINDE (Ara ararauna) EM AREA URBANA
COMO BIOINDICADORAS DE QUALIDADE AMBIENTAL, 2024. Mestrado.
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, 2024.

RESUMO

A fragmentacéo e urbanizacdo do habitat impacta na vida dos animais, visto que, estes acabam
sendo expostos a agentes estressores ndo naturais, como a intensa poluicdo do ar. Essa
contaminacdo libera compostos com propriedade mutagénicas, que podem afetar toda a
biodiversidade. A compreenséo entre as interagfes dos organismos com o ambiente € de suma
importancia. Os biomarcadores tém sido utilizados pois permitem a observacao de efeitos biolégicos
precoces relacionados a agentes genotdxicos presentes no ambiente. As aves sdo consideradas
excelente indicadoras de qualidade ambiental, pois sdo sensiveis as variagfes das condi¢bes do
ambiente e respondem rapidamente as mudancgas que ocorrem, especialmente aves que vivem em
ambiente urbano, onde sdo mais expostas a poluicdo. Desta forma, o objetivo com este estudo foi
avaliar o potencial bioindicador de filhotes de arara-canindé (Ara ararauna) em um ecossistema
urbano a partir de testes de genotoxicidade e fatores ambientais. Um total de 45 amostras foram
coletadas. A presenca/auséncia e quantidade de micronlcleos e outras anormalidades nucleares
foram analisadas em laminas coradas com a técnica de May-Grunwald Giemsa observando 5.000
eritrocitos por individuo (2.500 células em cada lamina). Observamos 37 micronucleos e 1047 outras
anormalidades nucleares, sendo que a mais comum dentre elas foi células com nucleos entalhados
(44,6%) e a menos frequente foi células anucleadas (2,8%). Uma analise de componentes principais
(PCA) foi realizada para avaliar a existéncia de similaridades ambientais entre os ninhos, assim
como a analise de Broken-stick. A partir da selecdo das variaveis importantes na segregacéo dos
ninhos, os dados foram analisados em modelos lineares generalizados (GLMs). A proporcao de
anormalidades nucleares foi maior em filhotes de ninhos localizados em locais com maior fluxo de
veiculos e auséncia ou maior distancia de areas verdes. Esses achados podem contribuir com
futuros estudos sobre os impactos da urbanizacdo na salde genética dessa espécie e para
compreensdo mais abrangente dos efeitos das atividades humanas no meio ambiente e na vida
selvagem.

Palavras-chave: Anormalidades nucleares, ecologia urbana; genotoxicidade,
micronucleo, qualidade de vida.
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NASCIMENTO, M.E.M, BLUE AND YELLOW MACAW (Ara ararauna) IN URBAN
AREA AS BIOINDICATORS OF ENVIRONMENTAL QUALITY, 2023. Master.
Veterinary Sciences Graduate Program. Faculty of Veterinary Medicine and
Animal Science, Federal University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, 2023.

ABSTRACT

The fragmentation and urbanization of habitats impact the lives of animals, as they end up being
exposed to non-natural stressors, such as intense air pollution. This contamination releases
compounds with mutagenic properties, which can affect biodiversity as a whole. Understanding the
interactions between organisms and the environment is of utmost importance. Biomarkers have been
used as they allow the observation of early biological effects related to genotoxic agents present in
the environment. Birds are considered excellent indicators of environmental quality, as they are
sensitive to variations in environmental conditions and respond quickly to changes, especially birds
living in urban environments, where they are more exposed to pollution. Thus, the objective of this
study was to evaluate the bioindicator potential of blue-and-yellow macaw (Ara ararauna) chicks in
an urban ecosystem through genotoxicity tests and environmental factors. A total of 45 samples were
collected. The presence/absence and quantity of micronuclei and other nuclear abnormalities were
analyzed on slides stained with the May-Grunwald Giemsa technique, observing 5,000 erythrocytes
per individual (2.500 cells on each slide). We observed 37 micronuclei and 1047 other nuclear
abnormalities, the most common being cells with notched nuclei (44.6%) and the least frequent being
anucleated cells (2.8%). Principal component analysis (PCA) was performed to assess the existence
of environmental similarities between the nests, as well as broken-stick analysis. From the selection
of important variables in this segregation, the data were analyzed in generalized linear models
(GLMs). The proportion of nuclear abnormalities was higher in chicks from nests located in areas
with higher vehicle traffic and absence or greater distance from green areas. These findings may
contribute to future studies on the impacts of urbanization on the genetic health of this species and
to a more comprehensive understanding of the effects of human activities on the environment and

wildlife.

Keywords: Genotoxicity, life quality, micronucleus; nuclear abnormalities, urban

ecology.
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1. CAPITULO |

1.1 INTRODUCAO

As areas urbanas sdo ecossistemas complexos e dinamicos que podem
desempenhar um importante papel na conservacdo da biodiversidade
(DEARBORN e KARK, 2010). Embora comumente vinculadas exclusivamente a
estruturas de concreto e asfalto, também hospedam uma diversidade de vida
selvagem, que encontram em parques, jardins, arvores e até mesmo em telhados
verdes, reflagio, protecédo, alimentacdo e locais para reproducédo (PINHO et al.,
2016; ROBINSON et al., 2022). No entanto, é valido ressaltar que, o ambiente
antropizado também expde 0s animais a agentes estressores ndo naturais, tais
como as ilhas de calor, poluicho sonora e substancias toxicas
(SKARPHEDINSDOTTIR et al., 2010; BAESSE et al., 2019).

Nesse sentido, 0 monitoramento dos potenciais impactos nos individuos em
ambientes urbanos mostra-se essencial para a avaliagdo da qualidade ambiental,
conservacao da diversidade de espécies e, consequentemente, para qualidade de
vida e bem-estar da populacdo humana (BAESSE et al., 2015). Animais de vida
livre em ambientes urbanos séo especialmente Uteis pois compartilham o mesmo
habitat com os seres humanos e sdo mais impactados (SHEPHERD E SOMERS,
2012), ao passo que a utilizagdo de animais em cativeiro pode mascarar 0s reais
efeitos gerados pela poluicdo (SAMARAWEERA ET AL., 2022).

Varios estudos utilizam animais selvagens, como mamiferos (BAPTISTA et
al., 2022), peixes (PANSERI et al., 2019), anfibios (CARLSSON, 2019), répteis
(HUMPHRIES et al., 2022) e aves (GRUZ et al., 2019), para a avaliagdo da
qualidade ambiental. Alguns autores destacam as aves como excelentes
bioindicadoras da saude e funcionalidade de ecossistemas (BAESSE et al., 2019;
RIBEIRO et al., 2022), pois possuem sensibilidade as condicdes do ambiente e
respondem rapidamente aos estresses ambientais por meio de mudancas
morfolégicas, fisioldgicas ou comportamentais (GONZALEZ-ACEVEDO et al.,
2016).

A avaliacdo da qualidade ambiental por meio de indicadores bioldgicos pode
ser conduzida em diversas escalas de analise (BONASSI e AUB, 2002). Em
escalas mais amplas, é possivel obter uma compreensdo da capacidade,
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14
diversidade e adaptacdo de populacdes e comunidades as pressdes urbanas

(ARINI et al., 2023). No entanto, essa perspectiva pode comprometer a precisédo de
respostas mais refinadas. Ao reduzir a escala para o nivel celular, torna-se possivel
entender como os efeitos genotoxicos presentes no ambiente afetam os
organismos em um contexto fisiologico e celular (TOMAZELLI et al., 2022).

O uso de biomarcadores como o micronucleo (MN) e anormalidades
nucleares eritrocitarias (AN) em aves, € uma abordagem que visa detectar os
efeitos genotdxicos. Os MN sdo pequenos corpos citoplasmaticos originados de
cromossomos deslocados ou fragmentos cromossomicos, resultantes de quebras
de cadeia dupla de DNA nao reparadas ou mal reparadas (FENECH et al., 2011).
As AN mais observadas sdo nucleo entalhado, nucleo em formato de rim, broto
nuclear, anucleado, binucleado e nucleo redondo (MAS et al., 2015). Em conjunto,
permitem avaliar o grau de dano ao DNA, que pode comprometer a saude e a
reproducdo das aves, consequentemente a biodiversidade e a conservacao das
espécies (BAESSE et al., 2019; TOMAZELLI et al., 2022).

No final da década de 1990, as araras-canindés (Ara ararauna, LINNAEUS,
1758) comegaram a ser observadas na area urbana de Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, em razdo da perda do seu habitat natural em consequéncia das
gueimadas e desmatamentos no entorno (GUEDES, 2012). A espécie se
estabeleceu no municipio devido a presenca de diversas espécies de vegetais que
fornece alimentos e locais para reproducdao (BARBOSA, 2018). No entanto, néo
existem estudos acerca dos impactos genotoxicos que podem afetar os filhotes de
A. ararauna nascidos em uma area urbana.

Por isso, a investigacdo da instabilidade gendmica em filhotes de Ara
ararauna nascidos nas areas urbanas de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, por
meio da analise de micronucleo e outras anormalidades nucleares em amostras
sanguineas sob a influéncia de variaveis ambientais, podem contribuir para a
compreensao dos impactos genotoxicos da urbanizacdo na fauna local e

consequentemente, sob a qualidade ambiental.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ECOLOGIA URBANA
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Nas ultimas décadas, houve uma expanséo significativa da urbanizacao

global, caracterizada pelo crescimento constante das areas urbanas (PINHO et al.,
2016; POLLACK et al.,2017; ROBINSON et al., 2022). Esse fendmeno,
impulsionado pela migracdo e crescimento populacional, tem transformado
paisagens e acarreta grandes desafios ambientais (ROBINSON et al.,, 2022).
Dentre os principais impactos estdo a degradacao dos habitats naturais, ilhas de
calor, ruidos sonoros e 0 aumento de poluentes nocivos (MCKINNEY ML, 2008;
RICKETTS e IMHOFF, 2003).

Nesse cenario, os fragmentos de vegetacdo nas &reas urbanas
desempenham um importante papel, pois oferecem locais de refugio, protecao,
alimentacéao e reproducédo para os animais (BRUN et al., 2007; BARBOSA, 2018),
além de contribuirem significativamente para o aumento da qualidade ambiental
(ROBINSON et al.,, 2022,) minimizando os impactos gerados pelas atividades
antropogénicas (RICKETTS e IMHOFF, 2003). Ademais, um planejamento de
desenvolvimento sustentavel, que leve em conta a conservacao da fauna e flora,
séo de extrema importancia para a manutencéo dos padrdes de diversidade de
espécies (PITMAN et al., 2015; LEPCZYK et al., 2017).

Muitas espécies da fauna que habitam ambientes urbanos apresentam
habitos alimentares generalistas, essa caracteristica permite que os animais se
ajustem facilmente a disponibilidade de alimentos (BRUN et al., 2007; BARBOSA,
2018). Dentre os animais, as aves se destacam, pois sdo ageis e conseguem
explorar diferentes nichos ecoldgicos dentro do ambiente urbano, seja em parques,
jardins, telhados ou mesmo em areas com mais densidade de construcdes
(ARONSON et al., 2017).

Nesse contexto, estudos realizados no ambiente urbano desempenham um
papel importante ao viabilizar e orientar iniciativas publicas voltadas para a
preservacdo das espécies e a melhoria da qualidade de vida da populacdo. E
fundamental destacar que tais politicas publicas devem integrar-se ao
planejamento urbano e estar alinhadas aos principios da ecologia urbana, conforme
apontado por Cavalheiro et al. (1983) e Angeolleto (2012). Dessa forma, € possivel
compreender como os fatores naturais e urbanos influenciam na dinadmica das

espécies, preservacao da biodiversidade e no bem-estar da populacéo.
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A ecologia urbana € uma ciéncia que procura compreender as interagdes

entre sistemas naturais e dindmicas sociais em ambientes urbanos (DOW, 2000;
ANGEOLLETO, 2012; BARBOSA, 2018). Sua caracteristica distintiva reside na
busca pelo equilibrio entre expanséo urbana e conservacéo, tanto para os animais
como para os seres humanos. Nesse cendrio, o conhecimento sobre a preservacéo
da biodiversidade permite que algumas cidades mantenham a fauna local e
proporcionem relevantes servigos ecossistémicos (GUEDES, 2012; PENA et al.,
2017; BARBOSA, 2018).

O estudo da ecologia urbana ja era abordado por Cavalheiro et al. (1983) ao
discutirem a paisagem urbana como um ambiente complexo, além de enfatizarem
a interconexdo dos fatores ambientais, tais como o clima, agua, ar, vegetacao e
solo. Os autores ressaltaram a importancia de abordar esses elementos de forma
integrada devido as suas intrinsecas relagdes, considerando todos os fatores como
componentes interdependentes ao invés de analisa-los isoladamente, como a

poluicdo do ar e da agua.

2.2 AVES COMO INDICADORAS DE QUALIDADE AMBIENTAL
O aumento das atividades industriais e o fluxo de veiculos emergem como as
principais fontes de poluicéo do ar (HARROP et al., 1990; CARRERAS et al., 2013;
MAY et al., 2014; PEREZ-MARTINEZ et al., 2014; BAESSE et al., 2019). Essa
realidade resulta no aumento significativo dos niveis de substancias quimicas com
propriedades mutagénicas em &reas urbanas, o que, por sua vez, pode
desencadear o desenvolvimento de doencas e deformidades (BAESSE et al., 2015;
QUERO et al., 2016; GONCALVES et al., 2020; DING et al., 2022).

Certos organismos manifestam alteracbes morfologicas, fisioldgicas e
comportamentais quando expostos a tais substancias, desempenhando o papel de
biomonitores ao possibilitar a avaliacdo dos aspectos quantitativos da qualidade
ambiental (GONZALEZ-ACEVEDO et al., 2016; GRYGUS et al, 2018;
GONCALVES et al.,, 2020). Ademais, os estudos de biomonitoramento sao
essenciais para compreender como as concentracdes de contaminantes podem
impactar a biodiversidade (GOMEZ-RAMIREZ et al., 2014; ROQUE et al., 2022).
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Vérios estudos utilizam animais silvestres, mamiferos (FRITSCH et al., 2010;

BAPTISTA et al., 2022), peixes (BUISSON et al., 2008; PANSERI et al., 2019),
anfibios (CARLSSON, 2019), répteis (FROSSARD et al., 2019; HUMPHRIES et al.,
2022) e aves (JOSHI et al., 2013; GRUZ et al., 2019), como biomonitores da
gualidade ambiental, visto que, esses animais sdo continuamente expostos a
poluentes (QUERO et al., 2016; BAESSE et al., 2019).

Dentre os organismos biomonitores, as aves sdo consideradas excelentes
indicadoras de qualidade ambiental, pois possuem ampla distribuicdo nos
ecossistemas, sdo muito sensiveis as mudangas que ocorrem e quando estdo
voando acumulam grandes volumes de ar ficando susceptiveis a absorcdo de
gases ou particulas. Além disso, estao presentes em todos os niveis tréficos, sendo
capazes de acumular ou biomagnificar contaminantes (SOUTO et al., 2018;
BAESSE et al., 2019; SAMARAWEERA et al., 2022).

As aves sao particularmente sensiveis aos poluentes atmosféricos devido ao
seu eficiente sistema respiratério, alta taxa metabolica e exposicdo durante o voo
(SOUTO et al., 2018; BAESSE et al., 2019). Essas caracteristicas torna os pulmdes
das aves suscetiveis a absorcdo rapida de substancias quimicas presentes no ar
(SAMARAWEERA et al., 2022). A sensibilidade das aves a substancias toxicas,
como metais pesados e compostos organicos persistentes, destaca sua
importancia como sentinelas ambientais (POLLACK et al.,2017).

Os estudos envolvendo aves como biomonitores da qualidade ambiental
podem ter como principal foco de estudo a diversidade de espécies, visto que, esta
diminui com o aumento da urbanizagao, revelando os efeitos nocivos do local em
guestdo (POLLACK et al.,, 2017). Ademais, também pode ser realizada com o
monitoramento da contaminacdo por substancias quimicas ou alteracfes
genotoxicas, visto que, essas alteracdes em aves selvagens aumentam com a
urbanizacdo ou gradientes de poluicdo e causam alteragcdes morfologicas,
fisiologicas ou comportamentais (GONZALEZ-ACEVEDO et al., 2016; MEILLERE
et al., 2016).

Nesse mesmo sentido, um estudo realizado por Schilderman et al. (1997),
demonstrou que os niveis de chumbo no sangue de pombos selvagens em

Amsterdd estavam diretamente associados aos gradientes de trafego. Esses
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resultados ressaltam a possibilidade de utilizar aves urbanas como bioindicadoras

no monitoramento da relacdo entre as emissdes de chumbo provenientes dos
escapamentos de carros e os niveis de toxicidade em areas urbanas.

O uso de aves urbanas como bioindicadores da qualidade ambiental também
revela sua importancia no monitoramento da satde humana, como evidenciado por
um relatério de Nova lorque. Neste estudo, foi observado que as variacfes nos
niveis de chumbo no sangue de pombos-das-rochas refletiam as mudancas
correspondentes nos niveis de chumbo no sangue de criangas que residiam na
mesma localidade amostrada (CAl e CALISI, 2016). Nao obstante, Burrel e Sieber
(1916), realizaram estudos para detec¢cdo da contaminagdo por monoxido de
carbono em minas de carvdo utilizando canarios como modelo experimental
(BURRELL e SIEBERT, 1916; SOUTO et al., 2018). Na década de 1960, falcGes e
aves marinhas foram usadas para avaliar o acimulo de pesticidas (BECKER, 2003;
POLLACK et al.,2017; SOUTO et al., 2018).

Atualmente, diversos estudos de biomonitoramento com aves tém sido
realizados com resultados significativos, tanto em ambientes aquaticos (KLEIN et
al., 2012; BAYAT e BAKHTIYARI, 2020; SOLGI et al., 2020) como em ambientes
terrestres (CARNEIRO et al., 2016; GONZALEZ-ACEVEDO et al., 2016; BAESSE
et al., 2019). As metodologias variam desde a utilizacdo de penas para dosagem
de metais pesados (GRUZ et al., 2019; SOLGI et al., 2020; ROQUE et al., 2022) a
deteccdes de anormalidades nucleares em amostras sanguineas (BAESSE et al.,
2015; SOUTO et al., 2018; GONCALVES et al., 2020).

Diante do exposto, esses estudos evidenciam a importancia e a utilizacéo de
aves em estudos como bioindicadoras de qualidade ambiental para o

acompanhamento dos impactos para o ambiente, 0s animais e a salde humana.

2.3 Ara ararauna

O Brasil é reconhecido pela sua grande biodiversidade, em especial, a alta
diversidade da avifauna. Fato que foi evidenciado em sua histoéria, quando em 1500,
foi descrito e considerado como a “Terra dos Papagaios”. Atualmente, € o pais com

0 maior numero de aves da familia Psittacidae, uma vez que, das 344 espécies que
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habitam o mundo, 87 espécies e 67 subespécies sdo brasileiras (GUEDES, 2012;

PIACENTINI et al., 2015).

As araras sdo as maiores representantes dessa familia, arara-azul-grande
(Anodorhynchus hyacinthinus); arara-azul-de-lear (Anodorhynchus leari) arara-
azul-pequena (Anodorhynchus glaucus); arara-vermelha (Ara choloptera);
araracanga (Ara macao) e arara-canindé (A. ararauna) (SICK, 1997; VALLE et al.,
2008; GUEDES, 2012), que incluem também os papagaios, periquitos, jandaias e
maracanas (SICK, 1997; VALLE et al., 2008; GUEDES, 2012).

A. ararauna, é uma ave que possui a plumagem bem caracteristica e
colorida, com penas amarelas na parte ventral, penas azuis na parte dorsal, fronte
verde, garganta negra, face nua e branca com fileiras de penas negras (SICK, 1997;
BIANCHI e MACEDO, 1998; GUEDES, 2012; BARBOSA, 2018).Possuem uma
dieta bem diversificada, consumindo frutos, sementes, folhas, brotos, flores, néctar
de varias espécies, e considerada sazonal, ou seja, os itens alimentares dependem
da disponibilidade de recurso (GUEDES, 2012; BARBOSA, 2018). Quanto a
nidificacao, utilizam troncos de palmeiras mortas, que podem ser reutilizadas por
varios anos (BIANCHI e MACEDO, 1998; GUEDES, 2012; BARBOSA, 2018).

O periodo reprodutivo das A. ararauna tem inicio em julho e pode se
estender até marco do proximo ano (BARBOSA, 2018). A postura € realizada de
forma assincrona, podendo colocar de um a seis ovos e a incubacdo dura
aproximadamente 26 dias (GUEDES, 2012; BARBOSA, 2018). Apoés a ecloséo do
ovo, o filhote permanece por cerca de 90 dias dentro do ninho até o primeiro voo,
sendo totalmente dependentes dos pais para alimentacdo, e apds o voo ainda
recebem cuidados por cerca de um ano (BIANCHI e MACEDO, 1998; GUEDES,
2012; BARBOSA, 2018).

Essa espécie de ave possui uma ampla distribuicdo geografica com registros
de ocorréncia desde o sul da América Central até a regido central do Brasil,
passando pelos estados de Rondbnia, Roraima, Amazonas, Par4, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Tocantins, Minas Gerais, Bahia, Piaui, S&o Paulo e Parana
(GWYNNE et al., 2010; BARBOSA, 2018), sendo avistada em areas urbanas de
varias cidades (FRANCHIN e JUNIOR, 2004; FRANCO e PRADO, 2012;
BARBOSA, 2018).
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A. ararauna ndo é uma espécie classificada como ameacada de extingédo na

Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da International Union for Conservation of
Nature (IUCN, 2018). No entanto, estudos apontam que ja foi extinta no Estado
insular do caribe, Trinidade e Tobogo, e sua populagéo esta diminuindo em varias
regides do Brasil, Equador, Colombia e Venezuela (DESENNE e STRAHL, 1994;
MACHADO et al., 1998; CAPARROZ et al., 2009; BARBOSA, 2018; IUCN, 2018).
Dentre as principais ameacas que vém contribuindo com o declinio das populacdes
esta a interferéncia humana nos ecossistemas naturais e captura para 0 comércio
ilegal (SICK, 1997, GUEDES e VICENTE, 2012).

No final da década de noventa, A. ararauna comecaram a ser observadas
nas areas urbanas de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, isto ocorreu devido a
perda do seu habitat e variacdes climaticas das zonas rurais € municipios do
entorno, que provocaram grande escassez de alimento (GUEDES, 2012). Desde
entdo, sao observadas com facilidade em diferentes regides da cidade (GUEDES,
2012; BARBOSA, 2018, CALDERAN et al., 2019).

Campo Grande é a capital de Mato Grosso do Sul, estd em constante
crescimento e urbanizacdo, com uma area total de 8.082.978km2 e populacao
estimada de 916.001 pessoas (PLANURB, 2018, IBGE, 2021). Contudo, tem
conseguido conciliar o desenvolvimento com a manutencdo de areas verdes e
ambientes naturais, foi eleita uma das cidades mais arborizadas do pais, fato
importante para a oferta de alimentos, locais de nidificagdo e consequentemente
para a presencga das araras mesmo com todos 0s riscos que um ambiente urbano
possa oferecer (GUEDES, 2012; BARBOSA, 2018, CALDERAN et al., 2019;
BARBOSA et al., 2022).

Desde 2011 o Projeto Aves Urbanas: araras na cidade do Instituto Arara
Azul, tem acompanhado a reproducéo da A. ararauna na area urbana de Campo
Grande, com o objetivo de conhecer aspectos sobre a biologia, reproducédo e
comportamento desses animais por meio do monitoramento dos ninhos e
desenvolvimento de pesquisas cientificas (BARBOSA, 2015; BARBOSA, 2018;
CALDERAN et al., 2019).

Trabalham com a educacgdo ambiental e politicas publicas. Em 2015, a Lei

Municipal n°5.651, instituiu a A. ararauna como ave simbolo de Campo Grande,
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com o propoésito de difundir a importancia da avifauna para a conservacao de

ambientes naturais e da biodiversidade (DIOGRANDE, 2015). Outras leis de
protecédo que envolvem a espécie também foram criadas, como a lei n°6.074 que
proibe o corte, derrubada ou remocéo de arvores onde situam-se ninhos de arara-
canindé (DIOGRANDE, 2018) e o decreto da Lei n° 6.567 onde a cidade foi
reconhecida como “A Capital das Araras” instituindo-se o dia 22 de setembro como
“Dia Municipal de Proteg¢ao das Araras” (DIOGRANDE, 2021).

Apesar disso, sabe-se que em um ambiente urbano os animais sdo expostos
a fatores de estresse nao naturais, como por exemplo os poluentes oriundos do
trafego de veiculo e a poluicdo sonora (PEREZ-MARTINEZ et al., 2014; BAESSE
et al., 2019). Baesse et al. (2019), realizaram estudos para determinar se a
urbanizagdo e o trdfego de veiculos influenciam na frequéncia de micronucleos
(MN) em aves, teste para identificacdo de dano cromossOmico e instabilidade
gendmica, demonstrando que as aves que vivem em areas urbanas apresentam
maior frequéncia de MN e que quanto maior o trafego de veiculos, maior o nimero
de MN encontrados.

Diante do exposto, embora muitos conhecimentos acerca da biologia,
reproducdo e comportamento de individuos de A. ararauna tenham sido obtidos ao
longo dos anos, estudos com aves de vida livre em areas urbanas como
bioindicadoras de qualidade ambiental sdo escassos, fato que justifica a

importancia do desenvolvimento desta pesquisa cientifica.

2.4 TESTES DE GENOTOXICIDADE

A presenca de poluentes em zonas urbanas e industriais pode resultar em
elevadas taxas mutagénicas e causar danos genéticos hereditarios que impactam
a biodiversidade (SOUZA et al., 2017; GIRAUDEAU et al., 2020; FRIXIONE et al.,
2022). Essa perturbacdo da homeostase celular causada por agentes genotéxicos
provoca alteracdes comportamentais, fisioldégicas, adaptacées ou até mesmo morte
dos organismos (KUNC et al.,, 2016; SOUTO et al.,, 2018). Nesse sentido, a
interacdo entre os individuos e o meio ambiente é uma importante ferramenta para
compreensao da relacdo entre saude e doenca (GOMES et al., 2007; SOUTO et
al., 2018).
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O teste do micronlcleo e de outras anormalidades nucleares em eritrécitos

€ um dos biomarcadores mais utilizados para detectar genotoxicidade e avaliar
danos no DNA (FENECH 2000; GOMEZ-MEDA et al., 2006; FRIXIONE et al.,
2022). A deterioragdo do DNA durante a mitose pode ser uma das consequéncias
desencadeadas por poluentes nas células sanguineas (BAESSE et al., 2015;
FRIXIONE et al., 2022). Estes aspectos sugerem que certas espécies de animais,
podem ser consideradas eficazes sentinelas de poluicdo, uma vez que manifestam
anomalias devido a exposicao a poluentes, mesmo que na sua condi¢ao corporal
nao apresente alteracdes evidentes (SANTOS et al., 2017; SOUZA et al., 2017).

Véarios tipos de anomalias nucleares ja foram identificados, sendo o
micronucleo a alteracdo mais amplamente estudada devido a sua facil detec¢éo
nas células (DERTINGER et al., 1996). A formacdo de micronucleos (MN) esta
associada a fatores ou eventos que perturbam a estrutura ou funcdo do aparelho
mitotico, levando a falhas na incorporacédo de cromossomos ou de fragmentos ao
nacleo principal (THOMAS et al.,, 2009). Em células expostas a agentes
genotoxicos, a presenca de MN esta relacionada a mudancas na permeabilidade e
a ruptura do envelope nuclear, impactando a sua integridade (HATCH et al., 2013).
As outras anormalidades nucleares resultam de danos analogos (SCHMID, 1975;
FENECH, 2000).

O teste do micronucleo, desenvolvido por Heddle (1973) e Schmid (1975), é
definido por Fenech (2000) como um achado que apresenta estrutura e intensidade
de cores semelhantes as do nucleo principal, formato arredondado, localizacao
intracitoplasmética, auséncia de vinculagdo ao nacleo principal e tamanho entre um
décimo e um terco do diametro do nucleo principal. Essa abordagem tem sido
reconhecida como uma ferramenta valiosa em estudos de monitoramento
ambiental, permitindo a associacdo do potencial mutagénico com a poluicdo
ambiental (BAESSE et al., 2019; FRIXIONE et al., 2022).

Um estudo conduzido por Soares et al. (2003) em S&o Paulo revelou que
camundongos expostos a poluicdo urbana exibiram uma frequéncia aumentada de
micronucleos (MN) em comparacdo com aqueles expostos em areas rurais. De
maneira semelhante, Gonzéalez-Acevedo et al. (2016) realizaram uma pesquisa

para avaliar os niveis de dano ao DNA nos eritrécitos de Columba livia em uma
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area metropolitana de Monterrey, México, e observaram que 0S animais que

habitavam areas urbanas apresentavam maior dano ao DNA em comparag¢ao com
0s animais controle em areas nao contaminadas.

Além dos MN, outras anormalidades nucleares (AN) tém sido associadas a
fatores de estresse ambiental, incluindo brotos nucleares, células binucleadas,
nucleos em formato de rim, nucleos entalhados, nucleo redondo e células
anucleadas. Os brotos nucleares compartilham caracteristicas morfoldégicas com os
MN, mas permanecem conectados ao nucleo e tém aproximadamente 1/4 a 1/3 do
tamanho do nucleo principal (THOMAS et al., 2009; TOMAZELLI et al., 2022).
Gomez-Meda et al. (2006) ao realizar um experimento sobre as anormalidades
nucleares em eritrécitos de periquito (Eupsittula canicularis) relacionados a danos
genotoxicos, demonstraram que a genotoxina C aumenta a proporcdo de broto
nuclear.

Nucleos em formato de rim exibem um encurtamento na parte central,
enguanto nucleos redondos apresentam um formato ovalado (THOMAS et al.,
2009). Essas alteracdes foram descritas por Silveira et al. (2022) ao estudar sobre
0os micronucleos e diferentes anormalidades nucleares em aves silvestres no
Cerrado brasileiro, assim como também por Santos et al. (2017), ao avaliarem 0s
danos no DNA de Ardea cinérea e Ciconia ciconia.

Um nucleo entalhado possui um entalhe de profundidade consideravel em
sua extremidade bem definido e limitado pelo envelope nuclear (ALIMBA e
BAKARE, 2016; TOMAZELLI et al., 2022). Células binucleadas apresentam dois
ndcleos com aproximadamente a mesma cor e tamanho, este podem estar ou ndo
em contato entre eles (JINDAL e VERMA, 2015; TOMAZELLI et al., 2022).

Por sua vez, as células anucleadas ndo apresentam nucleo, condicao
também conhecida como eritrosplatideos (CLARK et al., 2013). Um estudo
realizado por Gongalves et al. (2020) utilizaram A. galeata em areas distintas para
verificar se a proximidade urbana tem relacdo com a ocorréncia de eritroplastideos
(eritrocitos anucleados), e concluiram que os animais expostos a fragmentos mais
proximos ao ambiente urbano apresentaram frequéncias e médias mais altas de

eritroplastideos, como consequéncia da maior exposi¢céo a poluicdo do ar.
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A urbanizacdo proporciona a algumas espécies oportunidades de alimento,

reproducéo e refugio, promovendo sua adaptacdo e sobrevivéncia. Contudo,
nesses ambientes, elas enfrentam agentes estressores ndo naturais que podem
afetar aspectos como tamanho, condicdo corporal, sucesso reprodutivo e
sobrevivéncia (TKACHENKO et al., 2022; PENUELA et al., 2023). A realizacao de
testes de genotoxicidade, como 0 microcronucleo e outras anormalidades
nucleares, mostra-se uma ferramenta importante na avaliacdo da qualidade

ambiental por meio de bioindicadores.

3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o potencial bioindicador de filhotes de arara-canindé (Ara ararauna)

em Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar as alteracGes genotoxicas nos filhotes de arara-canindé de acordo
com as caracteristicas ambientais das areas adjacentes aos ninhos.
2. Gerar subsidios a serem utilizados na discussao e elaboracéo de acbes

voltadas a conservacao da arara-canindé em ambientes urbanos.
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Resumo

O uso de biomarcadores para avaliacdo da qualidade ambiental permite a observacdo de efeitos bioldgicos
precoces relacionados a agentes genotdxicos presentes no ambiente. Nesse sentido, as aves de vida livre em
ambientes urbanos sdo 6timos organismos modelo, pois sdo constantemente expostas aos diferentes poluentes.
O objetivo do presente estudo foi investigar a presenca e a frequéncia de danos genotoxicos em filhotes de Ara
ararauna de vida livre nascidos na area urbana de Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Foram coletadas 45
amostras para realizacdo de testes de micronicleo e outras anormalidades eritrocitarias. Os ninhos foram
agrupados de acordo com as caracteristicas ambientais. Observamos 37 microndcleos e 1047 outras
anormalidades nucleares, sendo que a mais comum dentre elas foi células com nicleos entalhados (44,6%) e a
menos frequente foi células anucleadas (2,8%). Considerando o nimero de individuos amostrados, a frequéncia
média de microndcleos foi de 0,7/5.000 e a frequéncia média de outras anormalidades nucleares foi de
22,5/5.000. A proporgdo de anormalidades nucleares foi maior em filhotes de ninhos localizados em locais
com maior fluxo de veiculos e auséncia ou maior distancia de areas verdes. Este € o primeiro estudo a
documentar a presenca de micronlcleo e outras anormalidades nos eritrécitos de filhotes de Ara ararauna de
vida livre nascidos em uma area urbana. Esses achados evidenciam a importancia das areas verdes em areas

urbanas assim como o acompanhamento de danos genotoxicos ao longo dos anos.
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Introducéo

As zonas urbanas sdo ecossistemas complexos e dinamicos que podem desempenhar um importante
papel na conservagdo da biodiversidade (Dearborn e Kark 2010). Embora muitas vezes associadas somente a
concreto e asfalto, as cidades também abrigam uma notavel diversidade de vida selvagem (Pinho et al. 2016).
Os parques urbanos, jardins, arvores e até mesmo telhados verdes, oferecem locais de reflgio, protecéo,
alimentacédo e reproducdo para muitas espécies, equilibrando assim a urbanizacdo com o desenvolvimento
sustentavel (Robinson et al. 2022). No entanto, a falta de planejamento adequado, resulta na perda de éareas
verdes, qualidade e diversidade dos ecossistemas urbanos, expondo os animais a ilhas de calor, ruidos e agentes
toxicos resultantes das atividades humanas (Skarphedinsdottir et al. 2010; Baesse et al. 2019).

Como consequéncia, as areas urbanas apresentam niveis elevados de substancias quimicas com
propriedades mutagénicas (Ding et al. 2022). Portanto, 0 monitoramento da qualidade ambiental é fundamental
para avaliar e mitigar os impactos das atividades urbanas sobre a fauna (Santos et al. 2017). Diversos estudos
recorrem a animais silvestres, como mamiferos (Baptista et al. 2022), peixes (Panseri et al. 2019), anfibios
(Carlsson 2019), répteis (Humphries et al. 2022) e aves (Graz et al. 2019) para avaliar a qualidade ambiental.
Animais de vida livre em ambientes urbanos sdo especialmente Uteis pois compartilham o mesmo habitat com
0s seres humanos e sdo mais impactados (Shepherd e Somers 2012), ao passo que a utilizacdo de animais em
cativeiro pode mascarar os reais efeitos gerados pela poluicdo (Samaraweera et al. 2022).

A avaliacdo da qualidade ambiental com indicadores bioldgicos pode ser realizada em diferentes
escalas de analise (Bonassi e Aub 2002). Em escalas maiores permite obter uma visdo da capacidade,
diversidade e adaptacdo de populagdes e comunidades as pressdes urbanas (Arini et al. 2023). Entretanto, essa
perspectiva pode comprometer a precisdo de respostas mais refinadas. Ao reduzir a escala para o nivel celular,
é possivel compreender como os efeitos genotdxicos presentes nos ambientes afetam os organismos em um
nivel fisiologico e celular (Tomazelli et al. 2022). Nesse sentido, 0 uso de biomarcadores tem desempenhado
um importante papel, pois permitem a observacdo de efeitos bioldgicos precoces relacionados a agentes
genotdxicos presentes no ambiente (Santos et al. 2017).

Dentre 0s ensaios citogenéticos, o teste de micronlcleo (MN) e o ensaio de anormalidades nucleares
(EAN) tém sido empregados como biomarcadores para detectar efeitos genotdxicos induzidos por
contaminantes ambientais em diferentes animais (Baesse et al. 2019; Tomazelli et al. 2022). O teste MN detecta
a presenca de pequenos corpos citoplasmaticos que sdo originados de cromossomos deslocados ou fragmentos
cromossdmicos como consequéncia de quebras de cadeia dupla de DNA ndo reparadas ou mal reparadas
(Fenech et al. 2011). O EAN ¢ baseado no mesmo principio do MN e detecta MN e outras anormalidades,
como por exemplo, nicleo entalhado, ndcleo em formato de rim, broto nuclear, anucleado, binucleado e nicleo
redondo (Mas et al. 2015).

As aves sdo consideradas excelentes indicadoras de qualidade ambiental devido a sua ampla distribuicdo
nos ecossistemas e elevada sensibilidade as mudangas ambientais (Serrano 2008). No final da década de

noventa, as araras-canindés (Ara ararauna, Linnaeus, 1758) comecaram a ser observadas na area urbana de
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Campo Grande, Mato Grosso do Sul, devido a perda do seu habitat natural em consequéncia das queimadas e

desmatamentos no entorno (Guedes 2012). A espécie se estabeleceu no municipio devido a presenca de
diversas espécies de vegetais que fornecem alimentos e locais para reproducéo (Barbosa 2018). No entanto,
ndo existem estudos acerca dos impactos genotdxicos que podem afetar os filhotes nascidos em uma érea
urbana.

Este estudo contempla, pela primeira vez, a investigacdo da presenca e frequéncia de microntcleos e
anormalidades nucleares eritrocitarias em filhotes de arara-canindé (A. ararauna) de vida livre nascidos em
ambiente urbano. Aqui, consideramos a capacidade das araras canindé de se reproduzirem e manterem filhotes
em ninhos localizados no perimetro urbano de Campo Grande. Assim, testamos a hipdtese de que filhotes
nascidos em locais com maior nivel de urbanizagdo irdo apresentar maior frequéncia de mutagenicidade nos
eritrocitos. Além disso, observamos se os fatores externos ao ninho estéo associados com as anormalidades

nucleares dos filhotes.

Material e Métodos

Area de estudo

O estudo foi desenvolvido no perimetro urbano de Campo Grande, capital do estado de Mato Grosso
do Sul (coordenadas centrais: 20°28°13” S, 54°37°25°°0) (Figura 1). O municipio possui uma area total de
8.083 kmz, sendo 359 km? de érea urbanizada (4,4% da éarea total). Segundo o censo de 2022, a populagdo de
Campo Grande é de 898.100 pessoas e densidade demogréfica de 111,11 hab/km?, ocupando cerca de 2,26%
do estado (IBGE 2023). Campo Grande esta localizada na regido fitogeografica do Cerrado, com formacdes de
paisagens distintas, como o Campo Limpo, Campo Sujo, Cerrado, Cerraddo, além da presenca de matas ciliares
e areas de transi¢do ecoldgica, onde o Cerrado encontra uma Floresta Estacional Semidecidual, bem como
areas de formagdes antrdpicas utilizadas para fins agropecuarios (Planurb 2023). O clima de Campo Grande é
tropical com duas estacdes anuais bem definidas, sendo uma mais quente e Umida (27° a 35°C e precipitacdes
de 150 mm a 250 mm) e uma estacdo mais fria, menos chuvosa e com temperatura mais amena (15° a 25°C e
precipitagdes de 70 mm a 140 mm) (Planurb 2023). A &rea urbana do municipio é dividida em sete regides:
Anhanduizinho, Bandeira, Centro, Imbirussu, Lagoa, Prosa e Segredo (Planurb 2023; IBGE 2021).

A cidade abriga aproximadamente 161 espécies de arvores e conta com diversas areas de parques e
reservas (Semadur 2010). Foi eleita como uma das cidades mais arborizadas do pais e em 2024, pelo quinto
ano consecutivo, foi reconhecida pelo seu compromisso na gestdo, com as areas verdes em ambiente urbano,
integrando a lista das “Cidades Arvores do Mundo” (Organizagio para Alimentagio e Agricultura das Nagdes
Unidas e pela Arbor Day Foundation). De acordo com dados da Semadur (2010), 96% das vias publicas sdo
arborizadas, uma contribuicdo significativa para a manuten¢do da biodiversidade urbana. Ademais, mantém
trés unidades de conservacao destinadas a preservagao dos mananciais de agua: as Areas de Protecio Ambiental
(APA) do Guariroba, Ceroula e Lajeado (Semadur 2010; Planurb 2023).
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Figura 1. Localizacdo dos ninhos de arara-canindé (Ara ararauna) amostrados na area urbana do municipio

de Campo Grande, estado do Mato Grosso do Sul, Brasil.

Animais amostrados

As amostras foram coletadas oportunamente dos filhotes de A. ararauna de vida livre, monitorados,
anilhados e chipados pelo Projeto Aves Urbanas Araras na Cidade, executado pelo Instituto Arara Azul, durante
a estacdo reprodutiva de 2022 (outubro de 2022 a fevereiro de 2023). Durante o periodo, foram realizados 180
monitoramentos e 45 animais foram amostrados para a realizacdo deste estudo. Os critérios de selegdo foram
estabelecidos anteriormente ao inicio das coletas, onde os individuos deveriam estar saudaveis, sem lesdes
aparentes ou ectoparasitas e que tivessem entre 50 e 90 dias de idade (Quirdx et al. 2008).

Para 0 acesso aos ninhos, localizados em troncos de palmeiras mortas, e captura dos filhotes, foram
utilizadas as técnicas de monitoramento e protocolos de seguranga executados pelo Instituto Arara Azul
(Guedes e Seixas 2002). O monitoramento foi realizado com escada, cordas, fitas, mosquetdes e equipamentos
de escalada. Para a captura os filhotes foram alcangados utilizando um pucé adaptado e colocados em sacos de
pano, a fim de minimizar o estresse por meio da reducdo da visibilidade do meio externo. Antes da coleta,
realizamos uma avaliagdo fisica de cada individuo, incluindo dados sobre biometria, condi¢do corporal,
classificacdo em 5 escores, (Tully 2009), aparéncia geral e presenca/auséncia de cicatrizes e feridas.

Para cada animal, ap6s a assepsia local, foi realizada a pungdo da veia ulnar com o auxilio de uma

agulha 13x0,45 mm acoplada em uma seringa de 3 mL. Aproximadamente 40 pL de sangue de cada filhote
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foram utilizados para confeccionar dois esfregacos sanguineos, estes foram fixados em metanol por 10 minutos

e corados posteriormente em laboratério com a técnica de May-Grunwald Giemsa segundo Clark et al. (2009).

Variaveis ambientais

Para cada ninho amostrado coletamos informac6es sobre localizacdo, temperatura da cama e da borda
do ninho, temperatura externa, umidade, ruido interno e externo. As temperaturas da cama do ninho e da borda
do ninho foram coletadas por meio de termdmetro digital infravermelho com mira a laser (FYMSR@). A
temperatura externa e umidade foram coletadas por meio de termémetro digital (Underbody@) e higrometro
(Underbody@). Os ruidos internos e externos foram medidos com decibelimetro (LITH@), observando o valor
méaximo e minimo durante 2 minutos. Todas as informagdes foram vinculadas a ficha de campo de cada filhote.

Para 0 mapeamento das areas com presenca ou auséncia de vegetagdo e agua, utilizamos o software
Google Earth Pro. Para determinar a vegetacdo, consideramos areas com trés ou mais arvores, parques e
reservas. Quanto aos recursos hidricos, identificamos areas com agua visiveis no mapa. Um circulo com raio
de 1,5 km foi tracado tendo como ponto central as coordenadas geograficas de cada ninho amostrado. A
circunferéncia foi escolhida com o objetivo de delinear a area circundante dos ninhos amostrados.

Imagens de satélite foram obtidas dentro deste circulo, permitindo por meio da interpretacéo visual na
tela com a técnica adaptada da criagdo de poligonos (Avilés-Ramirez et al. 2018), determinar se o0 ninho estava
inserido em um local com presenca de area de vegetacgao e acesso a dgua, como também medir a distancia entre
0 ninho e a area de vegetacdo mais préxima. Ademais, foram coletadas informacdes sobre o fluxo de veiculos
na &rea dos ninhos junto & Agéncia Municipal de Transporte e Transito (Agetran) de Campo Grande. Com base
nesses dados e utilizando como referéncia um fluxo médio de 4.000 veiculos por dia, os ninhos foram

categorizados e classificados em alto e baixo fluxo de veiculos.

Andlises laboratoriais e critérios de analise

A presenca/auséncia e quantidade de microndcleos e anormalidades nucleares foram analisadas
observando 5.000 eritrocitos por individuo (2.500 células em cada lamina) (Baesse et al. 2015). As observaces
foram realizadas com auxilio de um microscépio 6ptico com camera acoplada (Nikon Eclipse E200) e objetiva
de 100x, seguindo a técnica de Zig-Zag, para evitar repeticdes (Baesse et al. 2015). As células deveriam estar
sem sobreposi¢cdo com outras células, auséncia de artefatos intracitoplasmaticos, citoplasma plano e intacto,
com nucleo delimitado e coloragdo homogénea em toda a célula e nicleo (Thomas et al. 2009).

Os micronlcleos foram observados seguindo os critérios de inclusdo estabelecido por Tolbert et al.
(1992): estrutura redonda, com 1/3 a 1/16 do tamanho do nicleo, com o mesmo plano focal, textura e coloragéo
do ndcleo, sem sobreposicao de cromatina ou pontes citoplasmaticas. As outras anormalidades nucleares foram
analisadas seguindo os critérios sugeridos por Thomas et al. (2009), células com brotos nucleares apresentam
uma aparente constricdo em uma das extremidades do nicleo, tém entre 1/3 e 1/4 do tamanho do nucleo
principal.

As células binucleadas tém dois nudcleos do mesmo tamanho e coloragdo, com ou sem contato entre

eles. O nucleo entalhado apresenta uma fenda bem definida e de largura uniforme que se estende a uma
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profundidade consideravel em um nucleo (Carrasco et al. 1990). Também foram analisadas células anucleadas,

células com nucleo redondo e células com nucleo em formato reniforme (ndcleo renal) (Souza et al. 2017;
Faria et al. 2018; Benvindo-Souza et al. 2020).

Andlise estatistica

Inicialmente, construimos uma matriz de variaveis ambientais considerando os ninhos como unidades
amostrais e as varidveis mensuradas. Esta matriz foi submetida a uma analise de componentes principais (PCA)
para sumarizar a variabilidade ambiental dos ninhos e avaliar a existéncia de similaridades ambientais entre
eles. Utilizamos uma analise de Broken-stick para verificar a relevancia de cada componente principal (PC) e
as variaveis correlacionadas a estes componentes.

A partir da PCA selecionamos as varidveis ambientais mais importantes na segregacdo dos ninhos,
sendo que estas varidveis foram utilizadas em modelos lineares generalizados (GLMs) como varidveis
preditoras. Como variaveis respostas dos GLMs utilizamos a proporcéo de anormalidades nucleares observadas
em cada animal. A distribuicdo de Poisson foi usada para corrigir a super dispersdo dos dados modelados e
preditores. Finalmente, realizamos um teste t de Student pareado para verificar se os diferentes filhotes nascidos
no mesmo ninho apresentariam variacdo no desenvolvimento de anormalidades comparados a seus irmaos.

Para realizar as analises utilizamos o software R (R Core Team 2023).

Resultados

As condi¢des ambientais dos ninhos avaliados variaram amplamente, porém, apresentaram uma
segregacdo espacial no perimetro urbano (Tabela 1). Quanto as variaveis quantitativas, a distancia entre os
ninhos e as areas verdes mais préximas foi de 50 & 1200 m. A maior parte dos ninhos (87,5%) se encontram
em locais com acesso a fontes de agua. No que se refere ao tipo de rua, dos ninhos amostrados apenas 16% dos
ninhos estéo localizados em avenidas.

A PCA revelou que as principais variaveis mensuradas que diferenciaram os ninhos foram a presenga e
distancia da area de vegetacao e disponibilidade de 4gua, como também o fluxo de veiculos (Figura 2). A partir
da selecdo das varidveis, observamos que do total de ninhos 41% estavam localizados em zonas de grande
fluxo de veiculos e 38% proximos a areas verdes. Estas duas varidveis foram as principais responsaveis pela

reducdo da variabilidade de dados ambientais.

Tabela 1. Variaveis ambientais mensuradas em cada ninho de A. ararauna na area urbana de Campo Grande,
Mato Grosso do Sul.

Variaveis Média Desvio Padréo Amplitude
Temperatura interna (°C) 28,3 6,0 21,0-47,2
Temperatura da borda (°C) 30,9 5,6 20,7 - 44,0
Temperatura externa (°C) 27,1 3,5 21,2-36,8
Umidade relativa (%) 43,4 12,6 21,0-62,0
Ruido maximo (dB) 68,8 6,4 40,7 - 74,3
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A4

Figura 2. Analise dos componentes principais das variaveis ambientais. A imagem demonstra as quatro
principais variaveis onde houve a distribuicdo dos ninhos: em verde a relagdo quanto a presenca de area verde;
em roxo quanto a presenca de recurso hidrico, em azul quanto a distancia de area verde e em vermelho quanto
ao fluxo de veiculos. A concentragdo das varidveis ao centro da imagem representa as condigdes intrinsecas

aos ninhos, como temperatura, ruido e umidade.

Ao todo, foram monitorados 180 ninhos, dos quais 32 foram selecionados para amostragem, pois 0S
filhotes atendiam os critérios necessarios para a coleta de amostras bioldgicas. Dos ninhos selecionados
coletamos 45 amostras de filhotes de A. ararauna com faixa etéaria entre 51 a 85 dias (70,0+8,1 dias). Quanto
ao peso, 0s animais tinham entre 849 e 1341 g (11294126 g). Durante a avaliacéo fisica, nenhum dos filhotes
apresentaram quaisquer sinais de doenca, cicatrizes, feridas ou infestacdes por ectoparasitas.

Todos os individuos amostrados apresentaram anormalidades nucleares (Figura 3). No total, foram
observados 37 MNs e 1047 outras ANs. Das amostras analisadas 47,9% apresentaram MN e 100%
apresentaram outras AN. Observamos 1047 AN, sendo que a mais comum foi células com nucleos entalhados
(44,6%) e a menos frequente foi células anucleadas (2,8%). Considerando o nimero de individuos amostrados,
a frequéncia média de MNs foi de 0,7/5.000 e a frequéncia média de ENA foi de 22,5/5.000.
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Figura 3. Anormalidades nucleares em esfregago sanguineo de filhotes de A. ararauna de vida livre da cidade

de Campo Grande, MS: A, nlcleo entalhado; B, broto nuclear; C, nicleo redondo; D, ndcleo reniforme; E, F

micronucleo; G, binucleado; H, anucleado. May-Grunwald Giemsa aumento de 1000x.
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Figura 4 Frequéncias das alteracdes eritrocitérias encontradas nos filhotes de arara-canindé (Ara ararauna)

na rea urbana de Campo Grande, MS.
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Apesar de cada anormalidade responder de forma particular as variaveis ambientais mensuradas, de

modo geral, 0s GLMs demonstraram um padrdo onde foi possivel constatar maior proporcao de anormalidades
em filhotes de ninhos localizados em locais com maior fluxo de veiculos, auséncia e maior distancia de areas
verdes (Tabela 2). As anormalidades com maior sensibilidade as caracteristicas ambientais foram nucleos
entalhados, em formato de rim e a soma total de anormalidades. As anormalidades redondo, binucleado e broto
foram sensiveis a poucas variaveis ambientais. Por sua vez, o nimero de microndcleos e células anucleadas
ndo foram influenciados por nenhuma das variaveis ambientais mensuradas. Os filhotes do mesmo ninho néo

apresentaram diferencas significativas no nimero de anormalidades nucleares (p>0,05).
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Tabela 2. Resumo dos resultados da analise de modelos lineares generalizados realizadas entre as propor¢des de anormalidades nucleares nos filhotes de Arara canindé e os

preditores ambientais mensuradas na zona urbana de Campo Grande, MS.

Coeficientes p-valor Coeficientes  p-valor Coeficientes  p-valor
Micronucleos Niucleo entalhado Broto nuclear
Intercepto 4,114 0,081 Intercepto 3,319 <0,001 Intercepto 1,024 0,167
Zona Urbana -0,132 0,289 Zona Urbana 0,000 0,992 Zona Urbana 0,132 0,009
Tipo de rua -1,474 0,080 Tipo de rua -0,695 <0,001 Tipo derua 0,275 0,305
Fluxo de Veiculos 0,142 0,793 Fluxo de Veiculos 0,431 0,005 Fluxo de Veiculos 0,301 0,236
Existéncia de area verde -0,044 0,939 Existéncia de area verde 0,205 0,145 Existéncia de area verde 0,028 0,901
Distancia da area verde 0,001 0,161 Distancia da area verde 0,001 <0,001 Distancia da area verde 0,001 0,010
Desvio Nulo (gl=38) 49,38 Desvio Nulo (gl=38) 207,78 Desvio Nulo (gl=38) 119,09
Desvio Residual (gl = 33) 38,96 Desvio Residual (gl = 33) 168,86 Desvio Residual (gl = 33) 105,7
AIC 95,00 AIC 334,81 AIC 223,45
Anucleado Binucleado Rim
Intercepto 1,023 0,611 Intercepto 1,228 0,427 Intercepto 2,690 0,002
Zona Urbana -0,008 0,947 Zona Urbana -0,070 0,515 Zona Urbana -0,193 <0,001
Tipo de rua -0,155 0,835 Tipo de rua -0,493 0,308 Tipo de rua -0,904 0,003
Fluxo de Veiculos -0,084 0,900 Fluxo de Veiculos 1,018 0,044 Fluxo de Veiculos 0,312 0,200
Existéncia de areca verde -0,767 0,215 Existéncia de area verde -0,579 0,245 Existéncia de area verde 0,793 0,002
Distancia da area verde 0,000 0,756 Distancia da area verde -0,000 0,7860 Distancia da area verde 0,001 0,000
Desvio Nulo (gl=38) 45,48 Desvio Nulo (gl=38) 74,52 Desvio Nulo (gl=38) 145,91
Desvio Residual (gl = 33) 41,83 Desvio Residual (gl = 33) 60,41 Desvio Residual (gl = 33) 97,77
AIC 91,55 AIC 122,13 AIC 211,52
Redondo Anormalidades totais
Intercepto 2,334 0,006 Intercepto 4,057 <0,001
Zona Urbana 0,033 0,547 Zona Urbana -0,049 0,022
Tipo de rua -0,503 0,071 Tipo de rua -0,511 <0,001
Fluxo de Veiculos 0,765 0,004 Fluxo de Veiculos 0,357 0,000
Existéncia de area verde -0,315 0,216 Existéncia de area verde 0,118 0,208
Distancia da area verde -0,000 0,203 Distancia da area verde 0,000 <0,001
Desvio Nulo (gl=38) 238,25 Desvio Nulo (gl=38) 327,92
Desvio Residual (gl = 33) 226,80 Desvio Residual (gl = 33) 244,03
AIC 317,27 AIC 445,36
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Discussao

Neste estudo avaliamos a ocorréncia de anormalidades nucleares em filhotes de arara-canindé em um
ambiente urbano. Nossos resultados demonstraram que caracteristicas intrinsecas aos ninhos como a
temperatura, umidade relativa e o ruido ndo foram fatores determinantes na ocorréncia das anormalidades. Por
outro lado, caracteristicas ambientais associadas aos locais de ocorréncia dos ninhos como a presenca de areas
verdes e o fluxo de veiculos foram significativamente importantes para a ocorréncia das anormalidades
nucleares nos filhotes.

As caracteristicas intrinsecas dos ninhos foram semelhantes, independentemente do local de
ocorréncia. Mainwaring et al. (2004) destacam que as aves tendem a construir ninhos com ambientes internos
consistentes, independentemente das variagdes externas, garantindo condices ideais para a incubacdo dos ovos
e 0 desenvolvimento dos filhotes. De acordo com Tinoco et al. (2023), a ararauna nidifica em cavidades de
arvores, geralmente em troncos de palmeiras mortas. Essa consisténcia na construcdo pode ser atribuida a
padronizacéo e adaptabilidade da espécie. No entanto, é importante considerar que, embora possam construir
ninhos de forma semelhante, estes estdo sujeitos a variabilidade ambiental associada aos ambientes onde estdo
localizados. Ademais, € possivel que as variaveis ndo tenham demonstrado significancia devido & metodologia
de mensuracéo utilizada, a qual pode néo ter sido adequada para capturar as variacfes em cada ninho.

A distribuicdo espacial dos ninhos estudados esteve associada a proximidade e presenca de areas
verdes, fontes hidricas e ao fluxo de veiculos. Estudos apontam a importancia das &reas verdes na paisagem
urbana como fator que favorece a ocorréncia da espécie nas cidades (Guedes et al. 2021; Tinoco et al. 2023).
Em contrapartida, o fluxo de veiculos, que gera maior concentracdo de monéxido de carbono e ruidos, afeta
negativamente as aves, podendo causar alterages nas células, processos fisiologicos, comportamentos ou
estrutura das populagdes (Gonzalez-Acevedo et al. 2016; Ribeiro et al. 2022). Nesse sentido, o teste de
micronUcleos e outras anormalidades nucleares sdo ferramentas que podem demonstrar a sensibilidade das aves
aos estressores ambientais, especialmente em grupos que se encontram proximos a areas urbanizadas (Baesse
et al. 2019; Gongalves et al. 2020).

A média de frequéncia de micronucleos observada no presente estudo foi superior a observada por
Zufiiga-Gonzales et al. (2001), em diferentes espécies de zooldgicos e criadores. Esse achado pode estar
relacionado a uma maior exposicdo a fatores ambientais adversos no ambiente urbano, tais como poluentes
atmosféricos e substancias quimicas provenientes das atividades industriais e do trafego de veiculos (Baesse et
al. 2019). No entanto, é importante considerar outros fatores que podem influenciar esses resultados, como a
espécie, idade e a qualidade ambiental dos diferentes locais de estudo (Quiréx et al. 2008; Baesse et al. 2015;
Souza et al. 2017).

Neste estudo, a frequéncia de micronticleos encontrada foi de MN > (0,77 e ndo apresentou relacao
significativa com as variaveis ambientais analisadas. Apesar disso, a frequéncia esta acima do limite sugerido
de MN > 0,35 para que uma espécie seja considerada ttil como um bioindicador de riscos genotoxicos (Zuiiga-
Gonzélez et al. 2001), evidenciando o potencial de Ara ararauna para atuar como bioindicador de qualidade
ambiental. Ademais, esses achados ressaltam a importancia de considerar ndo apenas as variaveis ambientais,
como também se os fatores genéticos individuais dentro da populacdo podem influenciar a susceptibilidade as

anormalidades genéticas em resposta a estimulos ambientais.
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As células anucleadas também nao tiveram relacdo significativa com as condices ambientais
analisadas nesse estudo. Isso pode ser explicado pela baixa propor¢ao dessas células nas amostras analisadas,
visto que, de acordo com Clark e Raidal (2013), quando as células anucleadas sdo encontradas em poucas
quantidades, podem ser consideradas um achado incidental. Além disso, variagdes individuais, adaptacoes
genéticas e caracteristicas especificas das espécies podem influenciar os resultados (Gongalves et al. 2020).
Estes achados indicam que as células anucleadas podem ndo ser um marcador sensivel para as condicdes
ambientais avaliadas nessa espécie.

O nucleo entalhado foi a AN encontrada em maior quantidade. Essa também foi alteracdo mais
frequente em estudos realizados por Quero et al. (2016) em uma comunidade de aves de ambientes desértico e
por Silveira et al. (2022) em aves silvestres no Cerrado brasileiro. Apesar da elevada incidéncia em diferentes
populacbes e ambientes, esse achado ndo constitui um padréo e sugere que o nicleo entalhado pode representar
um marcador Util e sensivel para a identificacdo de danos genotoxicos em resposta as condigoes especificas do
ambiente (Mas et al. 2015; Quero et al. 2016).

No presente estudo 87,5% dos individuos apresentaram pelo menos um broto nuclear. Essa
anormalidade, descrita anteriormente como uma medida de amplificacdo génica ou fragmento acéntrico
(Fenech et al. 2011; Quero et al. 2016), teve relagdo significativa com o fluxo de veiculos dos locais em que
0s ninhos estdo localizados. A polui¢do do ar em consequéncia da emissdo do mondxido de carbono é capaz
de causar alteracdes citoldgicas nos individuos expostos (Baesse et al. 2019). Ademais, Torres-Bugarin et al.
(2004), descreveram o0s brotos nucleares como indicadores de alteracdes patoldgicas relacionadas a
genotoxicidade, sendo tdo util quanto os MN.

As frequéncias médias de células binucleadas para varias espécies de aves em diferentes ambientes
foram descritas entre 0,09 e 0,18 (Kursa et al. 2005; Quero et al. 2016). Nesse estudo foi observada uma
frequéncia de 0,91+1,60. Segundo Thomas et al. (2009), as células binucleadas acontecem em consequéncia
de falhas na citocinese durante a mitose que pode levar a uma instabilidade gendmica, potencial mutagénico e
morte celular. Em um estudo realizado com periquitos australianos (Melopsittacus undulatus), observou-se
que a presenca dessas células estava relacionada com a exposi¢do de curtume (Souza et al. 2017) e a abamectina
(Faria et al. 2018). Nesse sentido, as células binucleadas observadas no presente estudo podem ocorrer devido
a exposicao dos filhotes a diferentes niveis de perturbacdo ambiental em um ambiente urbano.

As anormalidades caracterizadas por ndcleo reniforme e redondo demonstraram relacgao significativas
com as varidveis ambientais. Essas alteragdes também foram descritas por Silveira et al. (2022) ao estudar
sobre os microndcleos e diferentes anormalidades nucleares em aves silvestres no Cerrado e por Santos et al.
2017, ao realizar a avaliagdo de danos no DNA de Ardea cinérea e Ciconia ciconia. Estes achados indicam a
exposicdo a agentes genotdxicos no ambiente e podem servir como um marcador potencial de danos
genotdxicos para avaliacdo da qualidade ambiental, refletindo a salde genética das populagdes estudadas e
evidenciando a complexidade das interacfes entre as aves e 0 ambiente em que estdo inseridas. Dado que a
quantificacdo de MN e outras anormalidades nucleares é considerada uma ferramenta Util na avaliagdo dos
efeitos genotoxicos em individuos expostos, incluindo aves de vida livre, o presente estudo mostrou que 0s
filhotes de A. ararauna nascidos na &rea urbana estéo sujeitos a pressdo ambiental.

Este é o primeiro estudo a documentar a presenca de anormalidades nucleares e microntcleos nos

eritrécitos de filhotes de A. ararauna de vida livre nascidos em uma area urbana. Os achados corroboram com
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a hipotese de que os filhotes nascidos em locais com maior nivel de urbanizagéo apresentam maior frequéncia
de mutagenicidade nos eritrdcitos. Fatores como distancia e presenca da area verde, fontes hidricas e o fluxo
de veiculos contribuiram significativamente para explicar as frequéncias de anormalidades. Esses achados
evidenciam a importancia das areas verdes em areas urbanas assim como 0 acompanhamento de danos
genotdxicos. Ademais, estudos com a mesma espécie e faixa etaria em uma area natural, sdo encorajados para
que seja possivel comparar os niveis de exposicao e poder inferir sobre as respostas fisioldgicas dos individuos
frente aos estresses ambientais. Por fim, a quantificacdo de anormalidades nucleares é uma evidéncia de que

A. ararauna pode servir como um biomonitor da qualidade ambiental.
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5. CAPITULO I

5.1 CONSIDERACOES FINAIS

Este € o primeiro estudo a documentar a presenca de micronucleo e outras
anormalidades nos eritrécitos de filhotes de Ara ararauna de vida livre nascidos em
uma érea urbana. A analise genotoxicas revelou uma alta incidéncia de alteracbes
nucleares. Esses resultados destacam a sensibilidade das aves a fatores de
estresses nao naturais e reafirmam a importancia dos ecossistemas urbanos na
conservacgao da biodiversidade.

Foi possivel observar uma correlacdo significativa entre a presenca de
anormalidades nucleares e as varidveis ambientais mensuradas, com uma
prevaléncia maior dessas alteracdes em filhotes provenientes de ninhos localizados
em areas com maior fluxo de veiculos e menor proximidade de areas verdes. Esses
fatores evidenciam a importancia da vegetacdo na paisagem urbana como fator
para a ocorréncia das araras-canindé nas cidades e que o fluxo de veiculos, que
gera maior concentracdo de monoxido de carbono e ruidos, afeta negativamente
as aves, podendo causar alteracdes celulares.

Nesse mesmo sentido a utilizacdo de biomarcadores, mostrou-se uma
ferramenta importante para monitorar e compreender precocemente os efeitos
bioldgicos dos agentes genotdxicos na interacao entre organismos e 0s ambientes.
Ademais, esses resultados fornecem subsidios para o desenvolvimento de politicas
de conservacgao e gestdo ambiental em areas urbanas.

Entretanto, € importante considerar a necessidade de ampliacdo desses
estudos em arara-canindé (Ara ararauna) em diferentes ambientes e estagios de
desenvolvimento, a fim de compreender a dinamica genotoxica ao longo da vida e
identificar outros fatores que possam influenciar a salde genética das aves. Por
fim, a quantificacdo de anormalidades nucleares é uma evidéncia de que Ara

ararauna pode servir como um biomonitor da qualidade ambiental.

5.2 IMPACTOS SOCIAL, ECONOMICOS E TECNOLOGIA E
INFORMACAO
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Os impactos econémicos podem incluir custos adicionais para lidar com os

problemas de saude das aves afetadas, como tratamento veterinario e medidas de
conservacgao. Socialmente, a conscientizagdo sobre os impactos ambientais das
atividades urbanas pode aumentar, levando a mudancas de comportamento e
pressdes por politicas de conservacdo mais rigorosas. Techologicamente, a
pesquisa sobre biomarcadores pode impulsionar o desenvolvimento de novas
tecnologias de monitoramento ambiental e salde animal. Em termos de inovacéo,
esses estudos podem fornecer bases para o desenvolvimento de politicas publicas
e estratégias de gestdo ambiental mais eficazes em é&reas urbanas, visando
proteger a biodiversidade e reduzir os impactos negativos da urbanizagcdo nas

espécies selvagens.
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Apéndice 1. Representacdo dos eritrocitos e da morfologia do seu nudcleo
observadas no estudo. (A) nucleo normal; (B) microndcleo; (C) nucleo entalhado;
(D) broto nuclear; (E) nucleo em formato de rim; (F) anucleado; (G) binucleado e

(H) nucleo redondo. Autor: Maria Eduarda Monteiro.
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ANEXOS

Anexo 1. Monitoramento do ninho: observacao direta e captura dos filhotes para

avaliacao de dados biométricos e coleta de material.



Anexo 3. Coleta de sangue dos filhotes para realizacdo dos testes de

genotoxicidade.



