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Introducdo e Justificativa

O impacto das mudancas na paisagem natural como a perda e fragmentacdo de habitat
e a expansdo da agricultura, sdo as principais ameacgas a conservacdo da biodiversidade
(Trabaquini et al., 2017; Rocha et al., 2018). Com um aumento sem precedentes no Cerrado,
a soja, por exemplo, envolve o uso de vérios pesticidas para protecdo de cultivos e controle
de pragas e o Brasil esta em segundo lugar na escala global nessa producéo (Martins et al.,
2018). No mesmo segmento, a cana-de-agUcar é cultivada em muitos estados brasileiros,
sendo a principal cultura em termos de producdo de biomassa bruta e a terceira em termos de
area, apos a soja e o milho (Bellezoni et al., 2018).

Além dos poluentes agricolas, nas Ultimas décadas a contaminacdo por metais
pesados tornou-se um dos problemas mais desafiadores no ambiente natural e para a saude
humana (Song et al., 2014), devido a toxicidade, persisténcia e bioacumulacdo (Resongles et
al., 2014). O Niquel, por exemplo é um metal pesado, esse pode ser liberado naturalmente ao
ambiente ou por atividades industriais (Stannard et al., 2017). Esse metal j& foi reportado
entre 0s onze elementos quimicos de maior preocupacdo para a fauna silvestre (Zukal et al.,
2015). Por ser um elemento téxico, a exposicdo ocorre principalmente por inalacéo e ingestao
(Stannard et al., 2017).

Neste sentido, a selecdo de espécimes bioindicadoras é essencial para demonstrar a
qualidade ambiental e gerar viés para a sustentabilidade dos ecossistemas naturais. Os
morcegos, organismos bioindicadores, ha quase 50 anos tém sido vitimas de agentes
quimicos de natureza agricola, industriais e urbanas em diversas partes do mundo (Bayat et
al., 2014; Zukal et al., 2015). Os compostos toxicos podem alterar a integridade do DNA dos
organismos (Martinez-Valenzuela et al., 2017). O DNA quando danificado leva a
implicacBes dentre as quais estdo a interferéncia na longevidade dos organismos (Kurelec,
1993), comprometimento do seu crescimento, malformac6es embrionarias, prejuizos na
resposta imunoldgica e na reducdo da fecundidade, além disso, aumenta a suscetibilidade a
doencas, prejuizos na adaptacdo, e finalmente a extingdo de espécies (Kurelec, 1993,
Theodorakis, 2001).

Assim, cada vez mais surge a necessidade de uso de biomarcadores menos invasivos e
de baixo custo, como o Ensaio Cometa em sangue periférico e o teste de Micronucleo (MN)
em células esfoliadas de mucosa bucal. O ensaio cometa aplicado em morcegos insetivoros de
area com atividade de mineragdo no Sul do Brasil demonstrou sensibilidade na deteccdo de

dano no DNA quando comparado a areas longe da extracdo de metais pesados (Zocche et al.,



Marcelino Benvindo de Souza

2010). Enquanto outro estudo mais recente demonstrou dano no DNA de morcegos frugivoros
em ambiente urbano e area agricola no cerrado Goiano (Assuncao et al., 2016). O teste de MN
normalmente utilizado em paralelo com o ensaio cometa, € reconhecido em todo 0 mundo
(Benvindo-Souza et al., 2017), e pode ser aplicado em qualquer célula em divisdo. Os
micronucleos sdo anomalias estruturais em células eucaridticas (Li et al., 2018). Originam-se
de fragmentos cromossémicos, ou cromossomos inteiros que ndo sdo incluidos no ndcleo
principal das celulas filhas durante a divisdo celular (mitose) provenientes de fatores fisicos e
quimicos (Li et al., 2018).

Desta forma, na literatura ndo foi encontrado nenhum outro estudo descrevendo dano
celular em células esfoliadas da mucosa bucal de morcegos, com exce¢do da adaptacdo
recente do teste de MN para a quiropterofauna (Benvindo-Souza 2019a; 2019b). Este estudo
busca fornecer novos dados in situ para uma avaliacdo de risco de pesticidas e metais em
células esfoliadas de mucosa bucal e sangue periférico de morcegos, contribuindo para o
desenvolvimento de agricultura sustentavel e alerta para riscos de tracos de metais disponivel

em ambiente antropizado.

Objetivos

Obijetivo geral
O presente estudo busca investigar os efeitos genotdxicos em sangue periférico e
células esfoliadas de mucosa bucal de morcegos, para avaliar a contaminacao por pesticidas e

metais pesados resultante de paisagens transformada no cerrado brasileiro.

Obijetivos especificos

Capitulo 1. Analisar se espécies de morcegos de &rea agricola de cultivo anual
(soja/milho) e semi-perene (cana-de-agucar) respondem da mesma maneira a perturbagédo
ambiental por meio de dano genotoxico e mutagénico (frequéncia de lesdo no DNA e
formacdo de micronucleo e anormalidades nucleares (células binucleadas, células com broto
nuclear, células cariorréxi, células com cromatina condensada e células anucleadas)). Além
disso, serd4 avaliado se existe relacdo entre a taxa de dano genotoxico em atributos
biologicos como, guildas tréficas, sexo e indice de massa corporal de morcegos
neotropicais;

Capitulo 2. Analisar se morcegos coletados em area de mineracdo de Niquel

respondem com maior frequéncia de dano genotéxico e mutagénico quando comparados a
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espécies obtidas em Unidade de Conservacdo. Em conjunto com essa investigacdo, 0 sexo e
idade dos morcegos serdo correlacionados com a frequéncia de danos;

Capitulo 3. Avaliar se atributos de paisagem (ou seja, Indice de Vegetagcdo por
Diferenca Normalizada (NDVI), porcentagem de vegetacdo nativa na paisagem, densidade
média das bordas das manchas e a média do tamanho dos fragmentos (ha)) influenciam a

frequéncia de micronucleos e demais anormalidades nucleares em morcegos.

Metodologia

Area de estudo e captura de animais

Este estudo sera realizado nos estados de Goiéds e Tocantins, bioma Cerrado. Os
animais serdo amostrados em fragmentos florestais com influéncia de matrizes agricolas de
soja/milho em Rio Verde, um dos dez municipios que mais consomem pesticidas no Brasil
(Pignati et al., 2017). Para a investigacdo em culturas de cana-de-agUcar, amostragens serao
realizadas em Paralna, Goias em fragmentos florestais em area da Usina Nova Gaélia. Ainda
no estado de Goias, outra amostragem acorrera em uma area de mineracao, no municipio de
Niquelandia, mesorregido do Norte Goiano. Finalmente, a critério de comparar 0s animais
dessas areas antropizadas, um ambiente controle em Goias (Unidade de Conservacgdo, Parque
Nacional das Emas) serd investigado. Ja as investigacGes no Tocantins se concentrardo no
municipio de Palmas em uma colénia com milhares de individuos na Ponte Fernando
Henrique Cardoso (Benvindo-Souza et al.,, 2019a; 2019b) e amostras em fragmentos
florestais, abrigos e fragmentos circundados por lavoura na regiéo.

Em todos os ambientes (cultura anual, semi-perene, mineracéo e controle), a selecéo
das espécies para analises sera baseada na abundancia geral encontrada nos sitios conforme o
estudo de Zocche et al. (2010) e Vadespino & Sosa (2017). Os animais serdo organizados por
guildas tréficas (quando possivel, os biomarcadores serdo aplicados em até 20 individuos por
espécie/guilda: insetivoros, frugivoros, onivoros, nectarivoros e psivoros). Os morcegos serao
capturados com 10 redes de neblina 12x2,5 metros com aproximadamente 10 noites em cada
ambiente (agricola, mineragcdo e Unidade de Conservacdo) em 2020. Os animais coletados
serdo acondicionados em sacos de algodao e passardo por biometria a critério de identificacdo
conforme Reis et al. (2013). Um individuo de cada espécie que gerar davidas quanto a
identificacdo, sera eutanasiado e depositado na colecéo cientifica do Laboratorio de Biologia
Animal (LABAN) do IFGoiano, campus Rio Verde. Vale sublinhar que ndo serdo

eutanasiados espécimes como aquelas ja obtidas no projeto anterior (Benvindo-Souza et al.,
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2019a; 2019b).

Anélise da agua

Em cada ambiente, subamostras de dgua serdo obtidas em pocas temporarias, lagoas
permanentes, veredas e cdrregos e armazenadas em recipientes de acordo com 0s sitios
(cultura anual, semi-perene, mineracdo e controle). As amostras serdo preservadas a uma
temperatura de 4°C e encaminhadas para laboratorio especializado em anélise de deteccdo de

pesticidas e metais pesados.

Ensaio Cometa e Teste de Micronucleo

Ap0s a captura dos espécimes, 0 ensaio cometa serd aplicado em sangue periférico
(Figura 1), de acordo com o protocolo de Singh (1988) com modificacdes (Zocche et al.,
2010; Assuncéo, 2016). Uma amostra de 0,5 ml de sangue sera obtida da veia propatagio com
seringas heparinizadas e dispensado em tubos eppendorffs (heparinizados) e acondicionados
em recipientes térmicos com gelo para preservacao conforme Assun¢do (2016). Duas Iaminas
por animal serdo preparadas e sera feita a leitura de 100 células com o auxilio do programa
“Comet Imager” versao 2.2. Os parametros a serem analisados para dano gendmicos serdo de
acordo com Assuncdo (2016) e Carvalho et al. (2018) sendo, comprimento da cauda (CC),
porcentagem de DNA na cauda (%DNA) e momento da cauda de Olive (MCO).

Figura 1. Ensaio cometa em sangue periférico. (A) nucleo integro e (B) com dano no DNA.

Em seguida, as células bucais dos morcegos serdo obtidas por raspagem com auxilio
de palinete de hastes flexiveis com pontas de algoddo, o qual serd levemente friccionado
contra a regido da mucosa jugal direita e esquerda, assoalho e gengivas. Celulas da mucosa
oral serdo transferidas para laminas de vidro limpas (quatro ld&minas por individuo) contendo
previamente uma gota de solucdo fisiologica (NaCl a 0,9%). Em seguida os animais serdo
soltos no mesmo local de coleta. O parametros do teste de micronucleo serdo baseados nos
relatdrios de Bolognési et al. (2013), Benvindo-Souza et al. (2019a; 2019b) (Figura 2).



Marcelino Benvindo de Souza

‘ p—
\ 9
A B 5 C LS D
Y - ’
E F G d H

Figura 2. Fotomicrografias de células esfoliadas da mucosa bucal de morcegos, coradas com
Giemsa e ampliadas 1000x. (A) Célula tipica, (B) célula com micronucleo; (C) botéo nuclear;
(D) célula binucleada; (E) célula picnética; (F) célula com cromatina condensada; (G) célula

cariorréxis; e (H) cariolise. Imagem obtidas de [Benvindo-Souza et al., 2019a].

Anélise estatistica

Baseando em Zocche et al. (2010) e Vadespino & Sosa (2017) a andlise estatistica
ocorrera para as espécies mais abundantes. As contagens de MNs, ANs e 0s parametros do
ensaio cometa, CC, %DNA e COM serdo expressas como médiaterro padrdo. Todos os dados
coletados serdo submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk, seguido pelo teste de
homogeneidade das variancias de Levene. Os dados poderdo ser transformados em log (X)
para atender a homogeneidade da variancia e submetidos a analise de variancia (ANOVA)
com o projeto fatorial, usando os fatores (variavel dependente: micronicleos ou paramentros
do cometa: CC, %DNA ou MCQ)) e varidvel preditora (sitios (pontos amostrais), guildas
troficas e sexo), seguido pelo teste post hoc de Tukey. Em situacfes em que os dados forem
ndo paramétricos o teste de Kruskal-Wallis com comparac@es multiplas seguido do teste post
hoc de Dunn seréd executado. Uma correlacdo de ordem de Pearson (dados paramétricos) ou
Spearman (ndo paramétricos) sera realizada para estimar se hd uma correlacdo significativa
entre as frequéncias de MN e cada anormalidade nuclear conforme Quero et al. (2016). Em
todos os casos, o nivel de significancia selecionado sera de p <0,05.

Para verificar se existe alguma relagcdo entre atributos de paisagem e a frequéncia de
MN sera utilizada uma anélise de variancia (ANOVA), onde as réplicas serdo a frequéncia de
MN (varidvel resposta) para cada individuo em cada ponto, e as variaveis explicativas seréo
as métricas de paisagem (NDVI, MDB, %CN e TMF).

Atividades previstas



e Amostragem da quiropterofauna

e Analise de microntcleo e outras anormalidades nucleares
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e Andlise de dano no DNA em sangue total de morcegos (ensaio cometa)

e Escrita cientifica
e Submisséo a periddicos
e Qualificacdo da tese

e Defesa da tese

Detalhamento da infraestrutura fisica e tecnoldgica a ser utilizada

e Laboratorio de Mutagénese, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, ICB | - Universidade

Federal de Goiéas, Goiania.

- O laboratdrio possui infraestrutura fisica e tecnoldgica com experiéncia na

execucdo do ensaio cometa e teste de micronucleo (Possuindo equipamentos

basicos como, Micro-ondas, Agitador magnético com bailarina, Geladeira,

Cuba de Eletroforese, Microscopios de Fluorescéncia e Microscopio Optico).

Dessa forma, uma série de estudos tem sido publicada em revistas nacionais e

internacionais (Franco et al., 2016; Goncalves et al., 2017a, 2017b; Carvalho et

al., 2018; Gongalves et al., 2019).

Cronograma de Execucgéo

Atividades DOUTORADO!/trimestre 2019 2020 202t 2022
12341234123412314

Levantamento Bibliografico XX XX XXXXXXXXXXX X

Realizacdo de disciplinas X X X X X X X X

Coletas de dados X X X X

Analise do material X X X X

Anédlises estatisticas/escrita cientifica X X X

Exame de qualificacdo* X X

Defesa da Tese X

Orgamento

Item | Quant. | Un. | Descricdo

Val. Unit. | Val. Total

1 40 CX | Laminula 24X60MM C/ 100
Unds

6,70

268,00
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2 40 CX | Lamina microscopia 26x76mm 4,00 160,00
ponta fosca
3 2 FR | Corante Giemsa (1000ml) 45,54 91,08
4 4 FR | Metanol (1L) 59,70 238,80
5 2 FR | Formaldeido 37% PA ACS (1000 | 15,00 30,00
ml)
6 3 CX | Luvas para procedimento nao 20,00 60,00
cirargico com po (caixa com 100
unidades)
7 5 CX | Seringas hipodérmicas 31,06 155.30
convencionais com agulha (100
unidades)
8 10 CX | Porta laminas em ABS 100 16,00 160,00
lugares, cinza
9 04 KG | Hidrdxido de sddio, micropérolas | 30,00 120,00
10 05 KG | Agarose padrdo 12,00 60,00
11 05 KG | Agarose de baixo ponto de fusdo | 28,00 140,00
12 05 KG | Laurilsarcosinato de sodio 15,00 75,00
13 03 UN | Lampada HBO, 300 horas para 28,00 84,00
andlises do cometa
14 1 UN | Paquimetro digital 149,76 149,76
15 2 UN | Balanca Pesola linha Light-Line 272,33 544,66
(capacidade de 10g e de 5009)
16 20 UN | Rede de neblina 120,00 2,400.00
17 22 UN | Hastes (suporte para fixacdo) 8,00 176,00
18 50 UN | Saco de algodao (para os animais) | 5,00 250,00
19 8 UN | Andlise da agua nos sitios de 570,00 4,560.00
coleta
Total 1 R$9,722.60

CX = caixa, FR = frequéncia, KG = quilograma, UN = unidade

Item | Quant. Descricao Val. Unit. | Val. Total

1 33 dias Alimentacéo (lanche, almoco e
jantar) durante expedicdo ao
campo para 4 membros 200,00 6,600.00

2 33 dias Aluguel de veiculo (4x4) 264,00 8,976.00

3 30 dias Hospedagem para estudo de 100,00 3,000.00
campo

4 2,622 L Combustivel (litros/diesel) 3,70 9,701.40

Total 2 R$ 28,277.40

L = litros

Total 1: R$ 9,722.60 + Total 2: R$ 28,277.40 R$ 38,000.00

Resultados esperados e impactos

Esperamos detectar espécimes sentinelas de paisagens perturbadas pela agricultura e

mineracdo. Assim, espera-se que animais em area de soja e cana-de-agUcar apresentem maior
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frequéncia de dano genotoxico e mutagénico quando comparado a area de referéncia
(controle) devido a possiveis presencas de agrotoxicos. Na mesma temética avaliaremos
animais em area de mineracdo em relacdo a aqueles de area controle. Nossos dados servirdo
de diagnose da satde dos ambientes em prol de medidas da conservagdo da biodiversidade.
Tendo em vista que estamos unindo os dois biomarcadores (teste de micronucleo em células
esfoliadas de mucosa bucal e ensaio cometa em sangue total) pela primeira vez em mamiferos
selvagens, nossos dados terdo forte interesse pela comunidade cientifica nacional e
internacional. Concomitantemente, aléem do apelo pela conservacdo da fauna selvagem, o

projeto visa a formacao de recursos humanos.
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