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RESUMO GERAL

Os morcegos, por apresentarem alta plasticidade e longevidade e por forragearem
diversos tipos de ambientes, podem ser considerados essenciais biomonitores na
qualidade ambiental. Contudo, enfrentam uma série de ameagas em todo o mundo,
dentre elas a exposicdo a substancias quimicas, como pesticidas e outros agentes
estressores. Assim, para detectar a presenca de danos genotoxicos, o teste de
micronlcleo (MN) pode ser aplicado para verificar alteracfes induzidas por agentes
xenobidticos. Desse modo, esse estudo abrange duas investigacdes, apresentadas em
forma de capitulos, em que o primeiro descreve a frequéncia de micronicleo em células
esfoliadas de mucosa bucal entre morcegos insetivoros, no municipio de Palmas, TO.
Os dados demonstraram maior sensibilidade genotdxica para N. laticaudatus da col6nia
na Ponte Fernando Henrique Cardoso (PFHC), em relacdo aos de fragmentos florestais.
No segundo capitulo (i) realga guildas troficas (insetivoros, frugivoros e nectarivoros,
entre morcegos capturados em area agricola, no cerrado goiano em Rio Verde, Goias e
morcegos da PFHC e fragmentos florestais, de area urbana no municipio de Palmas,
estado do Tocantins. Nesse sentido, testa-se a hipdtese da sensibilidade genotoxica entre
esses diferentes habitos alimentares, em relacdo aos ambientes. Além de MN, outras
anormalidades nucleares foram identificadas, tais como, célula binucleada, célula com
nucleo picndtico, célula com cromatina condensada e células anucleadas, para indicar a
relacdo com a frequéncia de MN. Os dados obtidos demonstraram maior sensibilidade
genotoxica em morcegos frugivoros de area agricola e urbana, bem como insetivoros de
area urbana. Assim, a partir das evidéncias com esse biomarcador, o trabalho
proporciona embasamento para reforcar a importancia da preservacdo e integridade de

habitats para a manutencdo da diversidade da fauna de quirdpteros.

Palavras-chave: Micronucleo, mucosa bucal, genotoxicidade, quirdpteros,

conservacéo.
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GENERAL ABSTRACT

Bats, due to their high plasticity and longevity and foraging in different environments,
can be considered essential biomonitors in environmental quality. However, they face a
number of threats around the world, including exposure to chemicals such as pesticides
and other stressors. Thus, to detect the presence of genotoxic damage, the micronucleus
(MN) test can be applied to verify changes induced by xenobiotic agents. Thus, this
study covers two investigations, presented in the form of chapters, where the first
describes the frequency of micronucleus in exfoliated cells of buccal mucosa between
insectivorous bats in the municipality of Palmas, TO. The data showed greater
genotoxic sensitivity for N. laticaudatus of the colony in the Fernando Henrique
Cardoso Bridge (PFHC) in relation to those of forest fragments. The second chapter (i)
highlights trophic guilds (insectivores, frugivores and nectarivores) between bats
captured in an agricultural area in the Goiano cerrado in Rio Verde, Goias and PFHC
bats, and forest fragments of an urban area in the municipality of Palmas, state of
Tocantins. In this sense, the hypothesis of the genotoxic sensitivity between these
different eating habits in relation to the environments is tested. In addition to MN other
nuclear abnormalities have been identified, such as, binucleate cell, cell with pyknotic
nucleus, cell with condensed chromatin and anucleated cells to indicate the relation with
MN frequency. The data obtained showed greater genotoxic sensitivity in frugivorous
bats of agricultural and urban area, as well as insectivores of urban area. Thus, based on
the evidence with this biomarker, the work provides support to reinforce the importance
of habitat preservation and integrity for the maintenance of the diversity of the

bats’fauna.

Key words: Micronucleus, buccal mucosa, genotoxicity, chiroptera, conservation.



INTRODUCAO

Aos quirdpteros sdo atribuidos elevados niveis de interacdo com o ambiente em
que vivem (Williams et al., 2010). Estes animais de vida longa apresentam alta
relevancia ecoldgica, desempenhando um papel crucial como agentes polinizadores,
dispersores de sementes, controladores de pragas e até mesmo como elementos-chave
para a avaliacdo da qualidade dos ecossistemas (Hoenerhoff; Williams 2004; Walker et
al., 2007; Williams et al., 2010). Sdo os unicos mamiferos capazes de voo verdadeiro,
com grande diversidade no mundo e com cerca de 1300 espécies descritas (Fenton;
Simmons 2014). No Brasil ha aproximadamente 179 espécies distribuidas em 68
géneros e nove familias (Nogueira et al., 2014). Para o cerrado registra-se em torno de
118 espécies, ou seja, 40% dos mamiferos do bioma, além disso, totalizam 25% da
mastofauna brasileira, sendo também o grupo mais diversificado (Nogueira et al., 2014;
Aguiar et al., 2016). Em se tratado de cerrado, este vem continuamente pressionado por
efeitos antropicos, os quais foram responsaveis pela conversdo de areas nativas em
terras agricolas e pastagens, restando apenas 50% de sua cobertura natural (Klink;
Machado 2005).

O declinio populacional de morcegos pode ser visto em todo o planeta, sendo
resultante de uma gama de fatores incluindo: perda de abrigos, mudancas na qualidade
de recursos como a agua, disponibilidade e qualidade das presas (Pacheco et al., 2010;
Pilosof et al., 2014; Hernout et al., 2016), urbanizacdo (Pacheco et al., 2010),
industrializacdo, mudancas climaticas (Jones et al., 2009; Frick et al., 2010), pressédo de
doencas (Hayman et al., 2016), intensificacdo da agricultura, produtos quimicos como
pesticidas (Wickramasinghe et al., 2003; Berny 2007; Stechert et al., 2014) e metais
pesados (Walker et al., 2007; Hernout et al., 2016). Dessa forma, avaliar os impactos de
contaminantes na saude desses mamiferos é um desafio em razdo da presenca de
multiplos estressores e da complexidade dos ambientes.

Nesse contexto, o teste de MN como um marcador bioldégico em animais
selvagens pode contribuir diretamente para detectar, quantificar e compreender as
consequéncias da exposicdo a produtos quimicos e riscos bioldgicos no meio ambiente
(Torres-Bugarin et al., 2014). O teste é aplicavel em qualquer célula em divisdo, em
tecidos ou drgaos (Uno et al., 2015). Os micronlcleos sdo pequenas massas de

cromatina que sdo encontradas fora do nucleo principal das células (Ghisi et al., 2016),



e se originam de rupturas cromossémicas ou do mau funcionamento do fuso mitético
durante a divisdo celular (Gomez-Arroyoa et al., 2000; Fenech 2007; Angelieri et al.
2014). Durante esse processo de diviséo celular, cromossomos inteiros ou Cromossomos
parciais que ndo foram incorporados no nucleo principal da célula-filha, aparecem como
estruturas pequenas, redondas e escuras, com a mesma aparéncia e refracdo do material
nuclear (Gomez-Arroyoa et al., 2000; Fenech 2007).

Celulas com maltiplos microndcleos séo raras em individuos saudéveis (Tomas
et al., 2009a), mas tornam-se mais comuns na presenca de certos fatores exdgenos
(Torres-Bugarin et al., 2007; Bonassi et al., 2011) ou enddgenos (Migliore et al., 1999;
Rodriguez-Véazquez et al.,, 2000). A exposicdo a substancias clastogénicas e/ou
aneugénicas como pesticidas, particulas de poeira e metais pesados, mostrou aumentar a
frequéncia de formagdo de micronucleos (Guilherme et al., 2010; Pastor et al. 2003,
Tomas et al., 2009a; Castarieda-Yslas et al. 2016; Benvindo-Souza et al., 2017), sendo
possivel observar os efeitos genotdxicos entre a primeira e a terceira semana apos a
exposi¢do aos xenobidticos (Tomas et al., 2009a).

Até o presente momento, ndo ha registros da utilizagdo do teste de micronucleo
em células esfoliadas de mucosa bucal de morcegos. No entanto, esse teste utilizando
linfocitos e reticulocitos periféricos de animais oriudos de ambiente com radiacao
ionizante foi detectado dano ao DNA (Meehan et al., 2004). Particularmente, o teste de
MN em células esfoliadas de mucosa bucal, foi desenvolvido para aplicacdo em
humanos (Thomas et al., 2009a; Benvindo-Souza et al., 2017). Contudo, mostrou
satisfatorio para organismos nao humanos como aves (Shepherd; Somers 2012), e
experimentos com roedores perante exposicdo de metais pesados e Alzheimer
(Cavusoglu et al., 2009a,b; Thomas et al., 2009b; Morita et al., 2011). Ainda sobre
alguns roedores cujo peso e tamanho corporeo se assemelham ao de morcegos, em
modelos experimentais laboratoriais, foram estudados diferentes tecidos, que incluiam o
epitélio intestinal, pele, baco, pulméo, estbmago, bexiga, mucosa bucal, vagina, tecido
fetal/neonatal, figado e eritrocitos (Morita et al., 2011; Uno et al., 2015). Estes tecidos
foram escolhidos por serem locais alvo de agentes cancerigenos e/ou relevantes para
uma via de exposicdo especifica (Morita et al., 2011; Uno et al., 2015). Entretanto, o
teste mais frequente de micronicleos em roedores, é realizado usando células
hematopoiéticas na medula éssea ou sangue periférico para avaliacdo de classificacao

de produtos quimicos (Uno et al., 2015).
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Considera-se a mucosa oral como a primeira linha de contato com diferentes
agentes perigosos (Torres-Bugarin et al., 2014), torna-se um sitio Otimo para
investigagdo. Em morcegos, estudos tém reportado dieta comprometida, com
invertebrados e plantas que possivelmente tiveram contato direto ou indireto com
agentes toxicos, 0s quais tém gerado sérios efeitos toxicos (Milton; Johnson 1999; Dietz
et al., 2009; Williams et al., 2010; Hernout et al., 2011; Hernout et al., 2016). Além de
alimentos menos saudaveis, também tem sido documentada ingestdo de A&gua
contaminada, seguida por exposicdo cutanea e por inalacdo de xenobidticos (Pilosof et
al., 2014; Losano 2015; Hernout et al., 2016), e pode resultar em danos letais ou
subletais que a longo prazo podem levar ao declinio populacional de espécimes (Amaral
et al., 2012a,b; Stechert et al., 2014; Losano 2015).

O teste de MN em mucosa bucal & um dos métodos bem estabelecidos e
minimamente invasivos comparados a estudos com amostras de sangue para teste de
linfocitos ou bidpsia de tecidos, pode ser executado rapidamente (Thomas et al., 2009a;
Dey et al., 2012; Torres-Bugarin et al., 2014). Nesse enfoque, 0 presente estudo reporta
a genotoxidade de morcegos do cerrado. Para isso, o trabalho foi dividido em dois
capitulos, sendo o (i) primeiro abrangendo uma andlise de morcegos insetivoros do
municipio de Palmas-TO, para detectar MN e diferentes alteragdes nucleares (ANS),
como, células com broto nuclear, células binucleadas, picndticas, com cromatina
condensada e caridlise, para estabelecer a eficiéncia da aplicabilidade do ensaio perante
pressdo genotdxica em morcegos. Vale salientar que o Tocantins € um dos estados
brasileiros em que a quiropterofauna € pouco estudada (Gregorin et al., 2011). J& no (ii)
segundo capitulo, a investigacdo é focada em dois municipios (Rio Verde-GO e Palmas-
TO) e foi avalidado, se morcegos frugivoros, nectarivoros e insetivoros diferem quanto
a frequéncia de micronucleos, e se animais capturados em area agricola diferem guanto
a genotoxidade dos coletados em fragmentos urbanos. Para o municipio de Rio Verde,
Goias, este € um dos municipios que mais utiliza pesticidas no Brasil (Pignati et al.,
2017).
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Avaliacao genotdxica em morcegos insetivoros (Mammalia: Chiroptera): o epitélio
oral como indicador da qualidade ambiental

RESUMO

O teste do micronucleo (MN) vem sendo aplicado ha mais de trés décadas na mucosa
bucal humana. No entanto, para mamiferos silvestres este estudo é pioneiro na avaliagcdo
genotdxica em células esfoliadas da mucosa bucal de morcegos. O ensaio foi aplicado
em quirépteros insetivoros (Noctilio albiventris e Pteronotus parnellii) coletados em
fragmento florestal em Palmas, TO, comparado com insetivoros, Nyctinomops
laticaudatus, de uma colonia em abrigo na Ponte Fernando Henrique Cardoso, no
mesmo municipio, uma das maiores populagdes de molossidae ja registrada no Brasil.
Foi detectada frequéncia significativa de micronucleos (MN) nos morcegos da colbnia.
Alem da alta frequéncia de MN, outras anormalidades nucleares apresentaram aumento
significativo como, células binucleadas, células com cromatina condensada e cariolises
comparado aos animais dos fragmentos, demonstrando que os animais da colbnia estdo
susceptiveis ao dano genotoxico. Resultados fornecem importante alternativa de
replicabilidade do biomarcador na fauna silvestre, e visa somar aos esforcos para

compreensdo do crescente declinio populacional de morcegos.

Palavras-chave: Ecotoxicologia, Anormalidade nuclear, Insetivoros, Quirépteros,

Cerrado.
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Genotoxic evaluation of insectivorous bats (Mammalia: Chiroptera): the oral

epithelium as an indicator of environmental quality

ABSTRACT

The micronucleus (MN) test has been applied for more than three decades in the human
oral mucosa. However for wild mammals this study is a pioneer in the genotoxic
assessment in exfoliated cells of the buccal mucosa of bats. The experiment was carried
out in insectivorous bats (Noctilio albiventris and Pteronotus parnellii) collected in
Municipal Conservation Units in Palmas, compared to insectivorous, Nyctinomops
laticaudatus, from a colony at the Fernando Henrique Cardoso Bridge in Palmas
Tocantins, one of the largest populations of molossidae ever registered in Brazil. A
significant frequency of micronuclei (MN) was detected in the bats of the colony. In
addition to the high frequency of MN, other nuclear abnormalities showed significant
increase as, pyknosis cells and cells with condensed chromatin, showing that the colony
animals are susceptible to genotoxic damage. However, further studies are needed to
predict which xenobiotic agents may have promoted the formation of MN in
Nyctinomops laticaudatus. These results seek to provide an important biomarker
replication alternative in wildlife, and aims to understand the increasing population

decline of bats.

Key words: Ecotoxicology, nuclear abnormality, Insectivora, Chiroptera, Cerrado.
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INTRODUCAO

Microntcleos tém sido utilizados como biomarcadores de danos causados por
exposi¢des genotoxicas em vertebrados (Holland et al., 2008; Thomas et al., 2009a;
Shepherd; Somers 2012; Bolognesi et al., 2013; Korsakov et al., 2014; Lima et al.,
2016). O teste constitui um método ndo invasivo de quantificar a frequéncia de
micronlcleos (MN) em humanos para monitoramento toxicoldgico, avaliagdo do
impacto nutricional, estilo de vida, proliferacdo celular e morte celular (Holland et al.,
2008; Bolognesi et al., 2013).

Os microndcleos surgem durante a mitose de fragmentos acéntricos ou
cromossomos inteiros que ndo estdo incluidos nos nucleos principais das células filhas
(Majer et al., 2001; Angelieri et al., 2014; Sarpal et al., 2016). Eles podem ter origem
clastogénica (induzida por substancias que causam ruptura cromossdmica) ou
aneugénica (quando agentes afetam o aparelho do fuso mitotico) (Belien et al., 1995,
Majer et al., 2001; Sarpal et al., 2016). Para Majer et al. (2001), independente da origem
dos MNs, nédo ha diferenca quanto sua presenca entre os individuos que foram expostos
pelo periodo de muitos anos e outros que foram expostos apenas por um curto periodo
de tempo, em ambos os casos ha danos celulares.

Embora as caracteristicas citogenéticas do epitélio bucal possam ser utilizadas
como "dosimetro bioldgico™ do nivel total de poluicdo ambiental (Martins et al., 2009;
Rosa et al., 2013; Korsakov et al., 2014; Espitia-Perez et al., 2016), o teste de MN em
mucosa bucal ndo foi desenvolvido necessariamente para a fauna silvestre. No entanto,
a aplicacdo desse teste foi adaptada para aves, com as mesmas anormalidades nucleares,
relatadas em humanos (micronucleo, célula com broto nuclear, binucleada, célula com
cromatina condensada, caridlise, carrioréxi e picndtica), foram detectadas (Shepherd;
Somers 2012). Pesquisas com roedores, encontraram micronucleo e carilise em
mucosa bucal perante a exposicdo a Cadmio e Uranio (Cavusoglu et al., 2009a,b), e
assim, verifica-se a possivel viabilidade do uso desse biomarcador para téxons
selvagens.

Diante desse contexto, chamando a atencdo aos morcegos, que de diversas
espécies, em escala mundial, estdo em declinio populacional (Hernout et al., 2016), e 0s
contaminantes de origem agricola principalmente organoclorados, além de metais

pesados sdo considerados estressores potenciais para perturbacéo nas populacdes destes
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organismos (Clark; Shore 2001; Jones et al., 2009; Bayat et al., 2014; Zukal et al., 2015;
Hernout et al., 2016; Valdespino; Sosa 2017). Esses mamiferos sdo sensiveis as
acumulacbes de pesticidas e metais pesados, enquanto fornecem servigos
ecossistémicos como predacdo de insetos (Hickey et al., 2001; Jones et al., 2009;
Stechert et al., 2014). A exposicdo a estes contaminantes pode levar ndo apenas
impactos agudos e letais, mas também efeitos subletais, como diminuicdo do peso
corporal, dano no DNA, interferéncia na memoéria de voo, e comprometimento no
sistema reprodutor dos machos (Thies et al., 1996; Miranda 2012; Amaral et al.,
2012a,b; Stechert et al., 2014; Bayat et al., 2014; Losano 2015; Hsiao et al., 2016)
podendo comprometer a estrutura populacional de morcegos.

Por serem considerados indicadores de saude dos ecossistemas (Jones et al.,
2009), uma gama de tecidos destes animais (figado, rins, sangue, estdbmago, pele, 0ssos,
carcacas) tém sido alvo das investigacdes toxicoldgicas, além do guano (Clark et al.,
1982; Zocche et al., 2010; Bayat et al., 2014; Secord et al., 2015; Zukal et al., 2015;
Hernout et al., 2016) para biomonitoramento de compostos quimicos (pesticidas e
metais) em diversos tipos de ambientes. No entanto, a deteccdo de agentes xenobioticos
em morcegos, requer métodos muitas vezes complexos, uma vez que demandam
recursos tecnologicos e técnicos altamente treinados para ler e interpretar os dados.
Assim, empregou-se o teste de microntcleo em ceélulas esfoliadas de mucosa bucal em
morcegos insetivoros, com a finalidade de detectar micronucleo e diferentes alteracoes
nucleares e propor a eficiéncia desse biomarcador para avaliacdo da pressao genotdxica

€m morcegos.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e espécies estudadas

Um total de 51 morcegos foram coletados (SISBIO n° 54101-1 e CEUA/IF
Goiano - n° 8436060516) para os estudos ecotoxicologicos envolvendo o teste de
micronucleo em dois diferentes ambientes no periodo compreendido de julho de 2016 a
junho de 2017. Destes, 30 morcegos insetivoros da espécie Nyctinomops laticaudatus
(Familia Molossidae) foram capturados com auxilio de puca, em uma colénia localizada

na Ponte Fernando Henrique Cardoso (PFHC) no municipio de Palmas, TO (S10 11'
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05.76", W48 22' 02.23"), bioma Cerrado. Estima-se que a colbnia possua entre 500 a
5000 individuos entre abril e junho e que esse numero aumente para alguns milhares
entre julho a setembro. Os animais permanecem neste local entre abril a outubro (Figura
1) quando posteriormente ocorre o deslocamento sazonal. Essa nossa observagéo esta de
acordo com a literatura especializada, que descreve o tamanho de col6nia dessa espécie
variando entre 150 a 1000 individuos de abril e outubro, ou alguns milhares entre junho
e setembro (Vieira 2012; Villa 1960; Avila-Flores et al. 2002; Fabian; Gregorin 2007;
Pacheco et al., 2010).

A outra amostra de morcegos também insetivoros, representada pela espécie
Noctilio albiventris (Familia Noctilionidae), foi capturada (n=12) por meio de redes de
neblina em éarea com fitofisionomia de mata de galeria e ciliar na Unidade de
Conservagdo Municipal Machado (S10°17'31.55", W048°19'32.81") (Palmas 2007).
Outros espécimes de Noctilio albiventris (n=6) e Pteronotus parnellii (Familia
Mormoopidae, n=3) foram coletados na Unidade de Conservacdo Municipal Brejo
Comprido (S10°12'08.95", W048°19'54.09"). Essas areas estdo inseridas no interior da
cidade de Palmas e distantes a +20km da éarea de influéncia de desenvolvimento
agricola, no entanto sofre influencia direta com a urbanizacdo. A UC Brejo Comprido
apresenta 448,81 ha, sendo a area mais conservada, e forma um corredor por meio de
mata de galeria até a Area Protecio Ambiental do Parque Estadual do Lajeado. J4 a UC
Machado, sua integridade ambiental é perturbada pela expancéo urbana.

No que tange ao habito alimentar, Noctilio albiventris € constituida
principalmente insetos capturados durante o voo, como também de insetos aquaticos
presentes nas superficies da agua de rios ou lagos (Nogueira; Pol 1998; Aguirre et al.,
2003; Reis et al., 2007; Reis et al., 2013) e eventualmente pequenos peixes. Ambos,
Nyctinomops laticaudatus e Noctilio albiventris sdo comuns em ambientes urbanos
(Lima 2008). A espécie Pteronotus parnellii, também insetivora, apresenta sua dieta
constituida principalmente de insetos representantes da ordens coledptera e lepiddptera,
e forrageia em areas de vegetacdo espessa e sub-bosques (Chaves et al., 2012; Teixeira
2016).
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Figura 1. Registro de morcegos (Nyctinomops laticaudatus) no municipio de Palmas,
TO. A: Detalhe de um individuo da espécie e B: Representantes da colénia em voo para
forrageio; C: Ponte Fernando Henrique Cardoso que abriga a colénia de morcegos e D:

Os pontos escuros no céeu sdo morcegos e no fundo da imagem a cidade de Palmas.

Teste de micronucleo (MN)

Ap0s as capturas dos morcegos, foi realizada a raspagem da mucosa bucal para
obter as células com auxilio de palinete de hastes flexiveis com pontas com algodéao.
Estes foram levemente friccionado contra a regido da mucosa jugal direita e esquerda,
assoalho e gengivas, de acordo com Thomas et al. (2009b) e Shaik et al. (2010). As
células foram transferidas para uma lamina de vidro limpa (duas ldminas por individuo)

contendo previamente uma gota de solugéo fisiologica (NaCl a 0,9%), de acordo com
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Shaik et al. (2010). Em seguida, os animais foram mensurados e foi feita a soltura dos
espécimes no mesmo local de coleta. As laminas foram fixadas em solugdo de metanol
(Alcool Metilico P. A.) por cerca de 20 minutos e secas no ambiente. As laminas foram
coradas com solucdo Giemsa (5%) por 20 minutos e enxaguadas com agua destilada
(Grisolia et al., 2005).

Foi realizada andlise de 500 células por animal, visto que em testes realizados
anteriormente ndo foi possivel uma amostragem padrdo de 1000 células por individuo
como é comum ser avaliado em mucosa bucal humana, bem como nos estudos com
roedores realizados por Cavusoglu et al. (2009a,b). No entanto, avaliacdo de 500 células
foi relatado pelos seguintes autores: Holland et al. (2008); Naderi et al. (2012); Jindal et
al. (2013). Portanto, a quantidade de células analisadas neste estudo ndo inviabiliza os
resultados, uma vez que também como proposto por Carrard et al. (2007) a frequéncia
de MNs pode ser avaliada efetuando-se a contagem de MN/pelo total de células
contabilizadas. Neste sentido a contagem e fotodocumentacdo das células (500 por
individuo) foi executada por meio de visualizacdo em microscopio Optico (Modelo Lab
1001 TB) com camera digital acoplada (3.0Mp) em aumento de 100x.

Foram considerados microndcleos (MNs): i) estruturas semelhantes ao nucleo
principal, tendo entre 1/3 e 1/16 de tamanho deste; ii) auséncia de conexdo com o
nucleo principal; iii) mesma textura e intensidade de coloragéo; iv) forma arredondada
ou ovalada. Essas diretrizes de identificacdo estdo de acordo com Carrard et al. (2007),
Thomas et al. (2009a) e Bolognési et al. (2013). Além das células micronucleadas,
também foram avaliadas outras anormalidades nucleares (ANs) presentes em células da
mucosa bucal, como: broto nucleares (botdes nucleares), células binucleadas,
picnoticas, com cromatina condensada, cariorréxis e caridlise (Carrard et al., 2007;
Thomas et al., 2009; Bolognési et al., 2013).

Andlise de dados

O dano genotoxico foi analisado para dois diferentes ambientes amostrados.
Foram considerados os morcegos da PFHC versus o conjuto de morcegos dos framentos
florestais (Machado e Brejo Comprido). A analise estatistica das células com MN e
outras alteracBes nucleares, ocorreu de acordo com o proposto por Carrard et al. (2007),

para insetivoros da col6nia do abrigo na Ponte e os coletados em fragementos florestais.
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A titulo complementar, a massa corporal dos morcegos em ambos os locais foi
correlacionada com a frequéncia de micronucleo utilizando o coeficiente de Correlagdo
de Spearman. Os testes estatisticos foram realizados em um nivel significAncia de
p<0,05.

RESULTADOS

Micronucleo e anormalidades nucleares

Diferentes tipos de células esfoliadas, tais como célula com microndcleo, botdes

nucleares, binucleada, picnética, com cromatina condensada, cariorréxis e caridlise

foram encontradas em mucosa bucal de morcegos (Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografias de células esfoliadas da mucosa bucal de morcegos, coradas
com Giemsa e ampliada 1000x. (A) Celula tipica, (B) célula com micronucleo; (C)
botdo nuclear; (D) célula binucleada; (E) célula picnotica; (F) célula com cromatina

condensada; (G) célula cariorréxis; (H) cariolise.

Os morcegos N. laticaudatus da PFHC apresentaram uma frequéncia maior de
células micronucleadas (1,30+1,47, t = 3,013; P<0,01, Figura 3), sendo esse valor trés
vezes maior em relacdo aos insetivoros dos fragmentos florestais (0,29+0,56). Além
dos MNs, houve também maior frequéncia de ANs como células com picnose
(9,63+10,15, t = 2,561; P<0,05) e com cromatina condensada (4,40+4,62, t = 3,920;

P<0,0001) para os morcegos da PFHC. Outras anormalidades nucleares como células
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binucleadas, caridlise, cariorréxis e botdes nucleares também foram observadas (Tabela
1), porém ndo houve diferenca significativa entre as populagdes amostradas.

N&o houve correlacdo entre o peso corporal e a frequéncia de micronicleo em
ambas as areas estudadas (UCs r = 0,18, P>0,05 e colénia da PFHC r = -0,03, P>0,05).

1.8

1.6

14

Micronucleos/S00 células

04 I
_ 1

Fragmentos florestais ~ PFHC
Area

Figura 3. Frequéncia de micronucleo entre morcegos insetivoros dos fragmentos
florestais e da colénia da Ponte Fernando Henrique Cardoso (PFHC). A media é
indicada pelo circulo, desvio padrdo pelas barras verticais e a caixa representada pelo
primeiro e terceiro quartil. O asterisco mostra diferencas significativas entre os grupos
(*P <0,01; Teste t de Student).

Tabela 1. Médiastdesvio-padrdao das alteragdes nucleares observadas em células

esfoliadas da mucosa bucal de morcegos.

MN e outras alteracfes nucleares  Fragmento (n21) Col6nia Ponte (n30)
MédiatDP Média +DP
Microntcleo 0,29+0,56 1,30£1,47"
Binucleada 0,86+1,15 1,43+1,81
Picnose 3,81+2,68 9,63+10,15"
Caridlise 6,81+11,11 4,60+6,80

Cariorréxis 0,67+1,62 0,10+0,31
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Botbes nucleares 0,62+1,02 0,90+1,56
Cromatina condensada 0,38+0,92 4,40+4,62°

*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, indica o nivel de significancia entre as anormalidades

nucleares (Teste t de Student).

DISCUSSAO

Micronucleo e anormalidades nucleares

Ao longo dos altimos 47 anos, varios estudos em todo o mundo avaliaram riscos
de exposicdo de morcegos a contaminantes ambientais, em que pesticidas e metais
pesados sdo 0s mais investigados (Bayat et al., 2014; Zukal et al., 2015). O teste de
micronucleo ja foi documentado em morcegos para a deteccdo de dano ao DNA, no
entanto utilizando linfécitos e reticuldcitos periféricos de animais oriudos de ambiente
com radiagdo ionizante (Meehan et al., 2004). Até a presente data, ndo ha estudos com o
biomarcador em células esfoliadas de mucosa bucal de morcegos. Nosso estudo,
portanto, faz uma avaliacdo do uso do referido teste entre morcegos insetivoros de
ambiente florestal em relacdo a animais de abrigo artificial para verificar o dano
genotoxico.

A principal vantagem do ensaio de micronicleo em ceélulas esfoliadas € a
facilidade de pontuacdo e a precisdo obtida com a analise de um nimero maior de
células (Tolbert et al., 1991; Martins et al., 2009). E minimamente invasivo comparado
aos estudos com amostras de sangue para teste de linfécitos ou bidpsia de tecidos, pode
ser executado rapidamente, é relativamente barato, e tem sido considerado indicador de
contaminacdo quimica em organismos (Thomas et al., 2009a; Dey et al., 2012; Torres-
Bugarin et al., 2014). Essas vantagens tambem foram verificadas nesse trabalho, e,
portanto, a presenca da MN pode ser usada como biomarcador de danos em morcegos.

Os resultados evidenciam ainda que além dos MNSs, outras anormalidades
nucleares foram observadas e devem ser consideradas no momento da avaliacdo e
interpretacdo do ensaio como também apresentado por Thomas et al. (2009a), Bolognési
et al. (2013), Gomez-Meda et al. (2017). As células com botdes nucleares contém
corpos nucleares conectados ao nucleo principal por uma ponte nucleoplasmatica larga
ou fina (Carrard et al., 2007; Thomas et al., 2009a; Bolognési et al., 2013). Células


http://apps-webofknowledge.ez369.periodicos.capes.gov.br/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=6FrhxUHQN86bTMEgFPm&author_name=Dey,%20P&dais_id=8706271&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
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binucleadas possuem dois nicleos, normalmente com mesma textura e tamanho
(Bolognesi et al., 2013). O significado dessas células ainda é desconhecido, mas pode
ser indicativo de falha na citocinese apds a ultima divisdo nuclear (Thomas et al.,
2009a).

As células picnéticas tém um pequeno nucleo encolhido, com diametro nuclear
geralmente um a dois tercos de um nucleo em células normais (Thomas et al., 2009a;
Bolognési et al., 2013). Sua frequéncia normalmente e correlacionada com cromatina
condensada e carrioréxi (Thomas et al., 2009a; Bolognési et al., 2013). Células de
cromatina condensada sdo caracterizadas por um nucleo com um padrdo estriado por
causa das areas paralelas de cromatina condensada que sdo intensamente manchadas
(Bolognési et al., 2013) e estdo associadas ao processo de apoptose. Quanto a
cariorréxis, sua principal caracteristica sdo os fragmentos do nucleo (Thomas et al.,
2009a; Bolognési et al., 2013). E uma das etapas da morte celular, seja por apoptose ou
necrose (Carrard et al., 2007).

Cariolises séo células nos quais o nucleo esta totalmente empobrecido de DNA e
aparente como uma imagem “fantasma” que ndo tem nenhuma mancha de coloragdo
(Majno; Joris 1995; Thomas et al., 2009a; Bolognési et al., 2013). Neste estagio
observa-se a desintegracdo completa do ndcleo e ocorre nos estagios posteriores de
necrose e apoptose (Majno; Joris 1995; Bolognési et al., 2013). A presenca de MN e
brotos nucleares esta relacionada ao efeito genotdxico (Gémez-Meda et al., 2017) ou
seja a instabilidade cromossdémica ou dano no DNA. No entanto, a presenca de células
binucleadas esta relacionada aos danos no fuso mitotico, e leva ao efeito aneugénico
(Gomez-Meda et al., 2017) e as outras observacGes aqui apresentadas (picnose,
cariolise, cariorréxi e cromatina condensada) podem estar associadas a morte celular

como também relatado por Bolognesi et al. (2013) e Castafieda et al. (2016).

Dano genotdxico em morcegos

Uma frequéncia significativa de MNs e de outras ANs (células picnoticas e
células com cromatina condensada) foi observada em N. laticaudatus da colénia PFHC,
quando comparada as espécies dos fragmentos florestais. Essa mesma observacao ja foi
revelada em estudos com humanos sobre exposicdo de pesticidas e metais pesados
(Benedetti et al., 2013; Silverio et al., 2017; Gdmez-Meda et al., 2017). De acordo com
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Gbmez-Meda et al. (2017) essas ANs estdo associadas a danos citotoxicos. Uma das
possiveis explicacdes para o aumento de MN e ANs nesse estudo pode ser a exposicao
dessa espécie aos recursos alimentares encontradas na cidade ou nas propriedades
agricolas de seu entorno, as quais estdo em um raio de 15 a 20 km do abrigo da col6nia.

Morcegos da familia Molossidae sdo mamiferos de rapido voo que possuem
capacidade de dispersdo potencialmente alta (Speer et al., 2017), em que algumas
espécies podem voar mais de 50km em Unica noite enquanto forrageiam (Best; Geluso,
2003). Os morcegos insetivoros sdo expostos a contaminacdo direta de niveis troficos
mais baixo como resultado de sua alta taxa de consumo metabdlico e alimentar
(Sanchez-Chardi; Nadal 2007). Estudos mostram que os insetos podem bioacumular
inseticidas ou metais e passar para a proxima cadeia trofica (Hickey et al., 2001;
Stansley et al., 2001; Naidoo et al., 2013; Hernout et al., 2016). Assim, as principais
vias de exposicdo dos morcegos ocorrem através da ingestdo de alimentos e aguas
contaminadas, seguidas por exposi¢do cutanea e por inalacdo (Clark; Shore, 2001;
Allinson et al., 2006; Lilley et al., 2012; Hernout et al., 2016).

Os morcegos sao particularmente sensiveis as cargas de pesticidas (Thies et al.,
1996; Stechert et al., 2014), uma vez que prestam servigos substanciais aos ecossistemas
como predadores de insetos (Hickey et al., 2001; Stechert et al., 2014). Neste contexto,
o teste de MN esta amplamente voltado para anélises humanas (Benvindo-Souza et al.,
2017). Assim, em mucosa humana, tem se mostrado sensivel para biomonitoramento de
risco genético (Ramirez; Cuenca 2001; Bolognesi et al., 2002; Bolognesi et al., 2010;
Montafio-Soto et al., 2014; Bernardi et al., 2015; Silverio et al., 2017). Em outras
ocasides do uso do teste de MN diante a exposicao de pesticidas em anuros, demonstrou
frequéncia significativa de células micronucleadas bem como de outras anormalidades
eritrocitarias nucleares (Candioti et al., 2010; Pérez-Iglesias et al., 2014; Pérez-Iglesias
et al., 2015) mostrando, portanto a sensibilidade do ensaio para a deteccdo desse
estressor para alteracdes citogenéticas.

Naidoo et al. (2013) ao avaliar morcegos insetivoros que forrageiam em areas de
tratamento de &guas residuais, constatou que estes animais podem, ao longo do tempo,
apresentar sérios riscos decorrentes da dieta de insetos (Diptera) nesse ambiente. A
espécie Neoromicia nana (familia Vespertilionidae) apresentou altas concentracfes de
metais essenciais (Cobre, Zinco e Ferro) em todas as amostras de tecidos (rins, figado e

musculos) além de metais toxicos, como Cadmio, Cromo e Niquel (Naidoo et al., 2013).
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Metais pesados, incluindo o Cadmio e Urénio foram relacionados a presenca MN em
mucosa bucal de roedores (Cavusoglu et al., 2009a,b), no entanto, ha ainda uma lacuna
de conhecimento para essa avaliagdo em células esfoliadas de mucosa animal
(Benvindo-Souza et al., 2017), devido aos poucos relatérios realizados.

Estudos realizados no Brasil que avaliaram mutagénese em células sanguineas
de N. laticaudatus por meio do Ensaio Cometa demonstraram valores
significativamente altos de dano no DNA em individuos coletados em é&rea de
mineracdo de carvdo no Sul do Brasil, decorrente da acdo deletéria de metais pesados
(Zocche 2008). Por vez, ainda sdo poucas as evidéncias cientificas para a descri¢do de
contamintes em morcegos isetivoros no Pais. No cerrado brasileiro, amostras da espécie
frugivora Artibeus planirostris também avaliadas pela mesma técnica, 0 dano ao DNA
foi atribuido ao ambiente urbano, e parece estar associado ao efeito de borda, além de
outros fatores estressores tipicos desse ambiente; e que, em ambiente rural, os valores
mais elevados de dano ao DNA podem estar relacionados aos pesticidas utilizados nas
atividades agricolas (Assuncéo 2016).

No caso de N. laticaudatus, outra hipotese levantada para explicar a alta
frequéncia de MN na PFHC ¢ a localidade do abrigo, pois 0s morcegos estdo suscetiveis
a exposicdo de particulas de petroleo provenientes da combustdo dos automoveis nesse
local. Desta forma, ndo se rejeita o fato de que particulas de petréleo possam somar a
outros xenobidticos estressores e poder induzir a formacdo de MN e outras
anormalidades nucleares em morcegos, como observado nesse estudo.

Relatorios anteriores com teste de MN em células esfoliadas de mucosa bucal
humana tém demonstrado uma tendéncia positiva em alterac@es citogenéticas oriundas
da inalacdo e aspiracdo da fracdo volatil de petroleo (Martins et al., 2009; Rosa et al.,
2013). O biomonitoramento genético, tem registrado frequéncia positiva para dano no
DNA bem como para poluentes atmosféricos (Rainho et al., 2016) e residuos de
mineracdo (Espitia-Pérez et al., 2016), sendo esse primeiro agente quimico disponivel
para ambientes urbanos, como na PFHC que abriga a col6nia de N. laticaudatus.

Relata-se ainda que a frequéncia de microndcleo nos morcegos da colénia foi
associada as ceélulas entrando em morte celular, tais como, picnose e cromatina
condensada. A baixa frequéncia de anormalidade nuclear observada para os insetivoros

nas UCs pode ser decorrente da qualidade de oferta alimentar disponivel na area
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amostrada. Mesmo que os locais estejam circundados por matriz urbana, porém parece
haver menos exposicao a poluentes comparados aos morcegos da PFHC.

O estudo com Noctilio leporinus (espécie pertencente ao mesmo género de
Noctilio albiventris, aqui investigado), que se alimenta de peixes e insetos aquaticos,
encontrou niveis significativos de acimulo de metais pesados (Manganés, Ferro, Zinco,
Cobre e Chumbo) no figado de animais coletados em ambientes relativamente ndo
perturbados e pouco poluidos (Méndez; Alvarez-Castafieda 2000). Assim, para 0S
insetivoros dos fragmentos investidados, considera-se a necessidade de novos trabalhos,
e, sobretudo com amostras maiores para aplicacdo desse biomarcador. Tal fato pode ser
atil como indicador de contaminacdo por metais pesados (Méndez; Alvarez-Castafieda,
2000) em ecossistemas aquaticos.

Finalmente, mesmo com a constatacdo da presenca de alteracfes nucleares ainda
s80 necessarios novos estudos com o teste de MN em morcegos para reforcar sua
eficiéncia para a fauna selvagem. No obstante, o emprego da técnica de MN para
verificagdo de dano ao DNA pode ser aplicado e as células da mucosa bucal utilizada
como biomarcadores morfologicos de danos genotoxicos, foi possivel detectar
alteracdes nucleares. Diante dessas implicacOes, a avaliacdo a exposicdo direta na
cadeia alimentar pode ser realizada por meio do guano (Clark et al., 1982) e predizer se
a dieta esta comprometida com agentes quimicos e se estes tém relacdo com a

frequéncia de MNS.

CONCLUSAO

Morcegos insetivoros sdo importantes agentes de controladores de pragas
urbanas e agricolas e considerados bons indicadores de qualidade ambiental. A partir
desse estudo foi provado que o teste de microndcleo em células esfoliadas de mucosa
bucal é um biomarcador sensivel para deteccdo de dano celular e de outras
anormalidades nucleares em quirépteros. Os morcegos N. laticaudatus estdo em risco de
desenvolver danos de efeitos subletais, que podem comprometer a estrutura
populacional desses animais. E de extrema importancia novos monitoramentos no
intuito de detectar os agentes xenobioticos responsaveis pela frequéncia de MN.

Amostras de guano sdo consideradas uma alternativa para determinar a possivel

existéncia de elementos quimicos e correlacionar com os dados observados na presente
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pesquisa. Por ser uma col6nia com milhares de individuos, hd& uma lacuna de
conhecimento quanto aos Seus Servigos ecossistémicos na regido e status de
conservagao. Nessa perspectiva, monitoramento toxicoldégico para formular indicadores
da saude dos morcegos e do ambiente, sdo algumas alternativas iniciais e urgentes para

entendimento e protecdo desses morcegos no Cerrado.
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GENOTOXICIDADE EM MORCEGOS DO CERRADO BRASILEIRO E OS
REFLEXOS ENTRE GUILDAS TROFICAS

RESUMO

O teste de microndcleo (MN) em células esfoliadas de mucosa bucal é um método
minimamente invasivo para monitorar populacdes expostas a risco genotoxico. No
presente estudo, esse biomarcador foi empregado entre guildas tréficas de morcegos no
cerrado brasileiro em que foram constatadas as mesmas anormalidades nucleares
detectadas em relatérios com mucosa de aves e humanos. Houve maior frequéncia de
MN em guilda tréfica de morcegos frugivoros de area agricola e urbana, bem como
insetivoros de abrigo em ambiente urbano. Além de MN, foram constatadas outras
anormalidades nucleares (ANs) como, células binucleadas e caridlise em frugivoros de
area agricola. Binucleadas também foram expressivas em frugivoros e insetivoros de
area urbana, aléem de cariolise para insetivoros. Morcegos nectarivoros ndo foram
observados aumento significativo em MN e ANs nos ambientes estudados, e sem
resposta para sua susceptibilidade genotdxica. Os resultados corroboram com a hipotese
de que ambiente agricola e urbano pode esta associado ao aumento de xenobiotios e que
potencializar a frequéncia de dano genotoxico em morcegos. Embora esse biomarcador
tenha sido desenvolvido para humanos, demonstrou ser satisfatorio para a
quiropterofauna. Assim, recomenda-se sua utilizacdo em avaliacdo de outras espécies

silvestres.

Palavras-chave: Genotoxidade, micronucleo, células esfoliadas, guilda trofica,

quiropterofauna.
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GENOTOXICITY IN BATS OF THE BRAZILIAN CERRADO AND THE
REFLECTIONS BETWEEN TROPICAL GUILDAS

ABSTRACT

The micronucleus (MN) test in exfoliated cells of the buccal mucosa is a minimally
invasive method to monitor populations exposed to genotoxic risk. In the present study,
this biomarker was used among trophic guilds of bats in the Brazilian cerrado where it
was observed the same nuclear abnormalities detected in reports with mucosa of birds
and humans. There was a higher frequency of MN in the trophic guild of frugivorous
bats from agricultural and urban areas, as well as insectivores of shelter in urban
environment. In addition to MN, other nuclear abnormalities (ANSs) such as binucleate
cells and karyolysis were observed in frugivores of agricultural area. Binucleates were
also expressive in frugivores and insectivores of urban area, besides cariolysis for
insectivores. Nectarivorous bats did not show significant increase in MN and ANs in the
studied environments, and no response to their genotoxic susceptibility was observed.
The results corroborate the hypothesis that the agricultural and urban environment may
be associated to the increase of xenobiotios and to increase the frequency of genotoxic
damage in bats. Although this biomarker was developed for humans, it has been shown
to be satisfactory for chiropterofauna. Therefore, it is recommended to use them in

evaluation of other wild species.

Key words: Genotoxicity, micronucleus, exfoliated cells, trophic guild,

chiropterofauna.
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INTRODUCAO

O teste de micronucleo (MN) em células esfoliadas em mucosa bucal tem sido
considerado uma abordagem pouco invasiva para mensurar 0 dano do DNA,
proliferacdo celular, diferenciacdo e morte celular (Holland et al., 2008; Thomas et al.,
2009a; Bolognesi et al., 2015a,b). Por ser um ensaio desenvolvido para humanos (Stich
et al., 1983a; Thomas et al., 2009a; Benvindo-Souza et al., 2017), diferentes aspectos
sdo apontados para genotoxicidade, tais como: o estilo de vida, impactos sobre a
nutricdo e etiologias (Thomas et al., 2009a; Naderi et al., 2012; Klaric et al. 2013,
Kalaev et al., 2014; Rocha et al., 2014; Gomes-Meda et al., 2016; Souza et al., 2016).
Para Bolognesi et al. (2015b) cerca de 53% dos estudos de microntcleo em humanos
investigam relacdo com doengas bucais pré-malignas, e de cancer de boca, cabeca e
pescoco, demonstrando a importancia clinica para temas etiologicos e seus estressores
potenciais. O ensaio foi utilizado com sucesso para varidveis como poluicdo
atmosfeérica, particulas de poeira, metais pesados (Leon-Mejia et al., 2014; Espitia-Perez
et al., 2016), pesticidas (Korsakov et al., 2015; Castaneda-Yslas et al., 2016) e
particulas de petroleo (Rosa et al., 2013), e com isso esses xenobioticos podem ser
compartilhados no ambiente para outros grupos de organismos (Benvindo-Souza et al.,
2017).

Nesse contexto o teste de MN aplicado como biomarcador em células esfoliadas
de mucosa bucal também mostrou satisfatorio em organismos ndo humanos, entre os
quais roedores (Cavusoglu et al., 2009a,b; Thomas et al., 2009b) e aves (Shepherd;
Somers 2012) para deteccdo de anormalidade celular. No entanto, com base na escassez
de estudo para a fauna selvagem e aliado a facilidade de pontuacdo desse biomarcador,
surge a necessidade exploratéria de estudos com outros mamiferos selvagens, como 0s
morcegos, Visto que estes organismos compreendem cerca de 20% dos mamiferos do
mundo (Bayat et al, 2014). No Brasil, representam 25% da mastofauna com
aproximadamente 179 espécies, distribuido em 68 géneros e nove familias (Nogueira et
al., 2014) e para o Cerrado é estimado em torno de 118 espécies, ou mais de 40% da
fauna de mamiferos do bioma (Aguiar et al., 2016). Em se tratado deste bioma é um dos
34 hotspots globais para a conservacdo da biodiversidade mundial (Myers et al. 2000;
Nogueira et al., 2011), no entanto, vem sendo destruido. Klink; Machado (2005)

alertaram que cerca 50% dos seus 2 milhdes de km? estdo sendo transformados em
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terras agricolas e pastagens plantadas em culturas comerciais nos ultimos 35 anos,
tornando preocupante a conservagao de sua biodiversidade.

Morcegos apresentam uma dieta bastante diversificada e ampla ocupacdo em
ambientes silvestres e antropizados, consumindo alimentares potencialmente expostos a
contaminantes quimicos (Hickey et al., 2001; Damiani, 2010; Zoche et al., 2010;
Hernout et al., 2016) de origem urbana, mineral ou agricola (Thies et al., 1996; Zocche
et al., 2010; Assuncdo 2016; Hernout et al., 2016) que podem reduzir sua longevidade e
impactar seus servigos ecossistémicos. Somando-se a isso amostras de células esfoliadas
podem ser obtidas na mucosa bucal, que estd em constante contato com agentes
ambientais durante a alimentacéo, tornando um sitio alvo importante para substancias
toxicas ingeridas ou até mesmo inaladas (Bartolotta et al., 2011; Rosa et al., 2013;
Bernardi et al., 2015; Rainho et al., 2016; Espitia-Perez et al., 2016).

Diante disso, as principais vias de exposicdo a substancias genotoxicas pelos
morcegos sdo através da ingestdo de alimentos contaminados, agua, inalagdo ou
exposicdo cuténea (Clark; Shore 2001; Allinson et al., 2006; Little et ai., 2015; Hernout
et al., 2016). Os efeitos toxicos no organismo tém diversas implicacGes para os danos,
tanto em nivel de DNA como de biacumula¢do em tecidos, com comprometimento de
rins, figado, estresse oxidativo, alteracdes fisioldgicas e histopatologicas (Zocche et al.,
2010; Pikula et al., 2010; Nam et al, 2012; Amaral et al., 2012a,b; Pilosof et al., 2014;
Assuncdo 2016; Hernout et al., 2016).

Conhecer os efeitos de natureza toxicoldgica em morcegos é fundamental para
detectar as possiveis alteraces genotoxicas oriundas de agentes xenobidticos. Estes
animais desempenham servicos ecossistémicos como agentes polinizadores, dispersores
de sementes, controladores de pragas (Kunz; Feton 2003) e até mesmo como
biomonitores para determinar os niveis de poluicdo em um determinado ecossistema
com importantes consequéncias econdmicas e médico sanitarias (Hoenerhoff; Williams
2004; Walker et al., 2007; Williams et al., 2010; Brinati et al., 2016).

De acordo com essas questdes, foi aplicado o teste de micronucleo em células
esfoliadas de mucosa bucal de morcegos, com base em guildas troficas (frugivoros,
nectarivoros e insetivoros), e quantificado a frequéncia de microndcleos. Basicamente
buscou-se saber: (i) se morcegos frugivoros, nectarivoros e insetivoros diferem quanto a
frequéncia de micronicleos, e (ii) se animais capturados em area agricola diferem

guanto a genotoxidade dos coletados em fragmentos urbanos. O presente estudo é o
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primeiro a relatar dano genotoxico por meio do teste de micronucleo entre guildas

tréficas de morcegos.

MATERIAL E METODOS

Desenho amostral

Para esse estudo, obteve-se amostras bioldgicas representadas por células
esfoliadas de mucosa bucal de morcegos coletados em duas cidades no Cerrado
brasileiro. Palmas, capital do estado do Tocantins e Rio Verde, no estado de Goias. No
municipio de Rio Verde, os morcegos foram amostrados em fragmentos florestais com
influencia de matriz agricola (x100 metros da area de plantio) (S17°46°55.81",
WO050°58'01.37"; S17°47°04.75", WO050°57'58.87"; S17°48'12.82", WO050°53'57.94").
Nos ambientes, foram capturados espécimes adultos de nectarivoros (Glossophaga
soricina, n=45), frugivoros (Artibeus lituratus, n=82 e Artibeus planirostris, n=93) e
Molossus molossus (n=30), cuja dieta é insetivora. As condi¢des ambientais de Rio
Verde constam de um histérico agricola, no qual as principais culturas comerciais que
circundam os fragmentos sdo soja e milho (Pignat et al., 2017), em sistema de rodizio
em plantio anual.

O municipio de Palmas é considerado urbano e nao agricola, em remanescentes
florestais de cerrado (mata de galeria, S10°12'27.07", W048°18'55.58"; S10°12'08.95",
W048°19'54.09"; S10°18'50.15", WO048°18'31.79") determinadas como Unidade de
Conservacdo Municipal (Palmas 2007). Neste ambiente foram amostradas:
Glossophaga soricina (n=32), nectarivora; Artibeus lituratus (n=47) e Artibeus
planirostris (n=100), ambas frugivoras. As espécies frugivoras compartilham areas de
forrageio semelhantes e portanto, foram analisadas em conjunto para a avaliacdo da
genotoxicidade. Nos fragmentos florestais, os animais (Figura 1) foram capturadas por
meio de quatro a nove redes de neblina com malha 20 mm e extenséo de 7x2,5 e 9x2,5
metros dispostas a partir do por do sol, sendo essas amostragens ocorridas entre julho de
2016 a junho de 2017.

Para 0s insetivoros, Nyctinomops laticaudatus (n=40), foram obtidos em abrigo
na Ponte Fernando Henrique Cardoso — PFHC (S10 11'05.76", W48 22'02.23"). Esses

morcegos formam uma colénia com milhares individuos, observado principalmente
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entre julho a outubro, quando saem para forrageio entre 18h10min as 19h15min. Nesse
sitios os animais foram coletados com auxilio de puca.

Em ambos os pontos de amostragens, os animais capturados passaram por
biometria a titulo de identificacdo em nivel de espécies e coleta das células esfoliadas da
mucosa bucal. Posteriormente as triagens, foi feito registro fotografico dos animais
coletados com auxilio da camera fotogréfica digital modelo Sony Cyber Shot 16mp
(Figura 1) e, em seguida, os animais foram soltos no mesmo local de captura. Dois
individuos de cada espécie foram coletados, mortos e depositados no laboratério de
Biologia Animal do Instituto Federal Goiano sob licenga SISBIO (n° 54101-1) e
CEUAV/IF Goiano (n° 8436060516).

Artibeus lituratus = Glossophaga soricina
Palmas - TO/ Rio Vierde=GO Palmas - TO/ Rio Verde - GO

Nyctinomops laticaudatus

Palmas - TO

0,94 cm

Artibeus planirostris Molossus molossus
Palmas - TO/ Rio Verde - GO _ Rio Verde - GO

0,65 cm

0,97 cm

Figura 1. Espécies amostradas durante o estudo em suas respectivas areas.

Teste de microndcleo em morcego

Apos a captura dos espécimes, as células bucais foram obtidas por raspagem
com auxilio de palinete de hastes flexiveis com pontas de algodao, o qual foi levemente
friccionado contra a regido da mucosa jugal direita e esquerda, assoalho e gengivas,
com base nas técnicas propostas por Thomas et al. (2009b) e Shaik et al. (2010). Células
da mucosa oral foram transferidas para laminas de vidro limpas (duas laminas por
individuo) contendo previamente uma gota de solucdo fisioldgica (NaCl 0,9%), de
acordo com Shaik et al. (2010). As laminas foram fixadas em solucdo de metanol 100%

(Alcool Metilico P. A.) por cerca de 20 minutos e secas as condi¢Bes ambientais, e
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foram posteriormente coradas com solugdo Giemsa (5%) por 20 minutos e enxaguadas
com 4gua destilada para retirar o excesso da solucdo corante (Grisolia et al., 2005).

A contagem e fotodocumentacdo das células (500 por individuo) foi executada
com auxilio de microscépio 6ptico (Modelo Lab 1001 TB) com camera digital acoplada
(3.0Mp) em aumento de 100x. Foram considerados MNs as (i) estruturas semelhantes
ao nucleo principal, tendo entre 1/3 e 1/16 de tamanho deste (ii) ndo conectadas ao
nlcleo principal e que (iii) apresentam a mesma textura e (iv) intensidade de coloracao e
(v) forma ovalada ou arredondada (Carrard et al., 2007, Thomas et al. 2009a; Bolognési
et al., 2013). Além das células micronucleadas, também foram avaliadas outras
anormalidades nucleares (ANs) presentes em células da mucosa bucal (Tabela 1).

Tabela 1. Critérios de pontuacdo utilizados para identificar anomalias nucleares
[Adaptado de Bolognési et al.( 2013)].

Célula com broto nuclear O nucleo principal tem uma forte constri¢éo
formando um botdo nuclear. Os brotos
nucleares sdo anexados ao nucleo principal por
uma estreita ou larga ponte nucleoplasmatica. E
apresentam similar intensidade de coloracao.

Célula binucleada As células binucleadas possuem dois nucleos
com o mesmo tamanho, morfologia, textura e
intensidade de coloracdo. Os nulcleos podem
estar separados ou se tocarem.

Célula com cromatina condensada O ndcleo apresenta padrdo estriado e algumas
porcdes do nucleo com coloragdo mais intensa.

Cariorréxi O nucleo exibe uma fragmentacdo nuclear
avancada (densamente salpicado).

Picnose O nacleo é pequeno e encolhido com um
didametro de 1/3 a 2/3 de uma célula tipica
normal.

Cariolise Observa-se a desintegracdo completa do nicleo
(imagem  “fantasma” sem mancha de

coloracéo).
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Analise estatistica

As contagens de MNs e das ANs sdo expressas como médiatdesvio padrao e
relatadas pela frequéncia de ocorréncia em 500 células. As andlises estatisticas para MN
e ANs entre as trés guildas e os ambientes amostrados foram comparados utilizando o
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn. O teste U de Mann-
Whitney foi aplicado na comparacdo da frequéncia de micronucleo entre as guildas
semelhantes em relacdo aos ambientes. Um valor de p<0,05 foi utilizado para
considerar significancia estatistica.

RESULTADOS

Genotoxidade entre guildas troficas de morcegos

A analise de micronicleo entre as guildas tréficas de morcegos em cada area
amostradas € apresentada na figura 2. Uma diferenca foi encontrada para area agricola
(municipio de Rio Verde-GO, H = 13,9316, P = 0,0009), e animais frugivoros
apresentaram maior frequéncia de MNs (P = 0,002) em relacdo aos organismos
nectarivoros, porém estes frugivoros ndo diferiram (P>0,05) dos insetivoros (Figura 2
A). Uma diferenca também foi encontrada em Palmas (H = 26,6889, P = 0,0001), e
frugivoros apresentou maior frequéncia de MNs (P = 0,03) em relacdo a nectarivoros.
Além disso, uma taxa maior de MNs (P<0,01) foi observada para insetivoros, quando

comparado a frugivoros e nectarivoros (Figura 2 B).
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Figura 2. Frequéncia de micronucleo em mucosa bucal de morcegos em (A) Rio Verde
Goias e (B) Palmas Tocantins. A media € indicada pelo circulo, desvio padrdo pelas
barras verticais e a caixa representada pelo primeiro e terceiro quartil. Letras diferentes
representam diferenca estatistica, mas valores acompanhados da mesma letra séo

semelhantes entre si.

Para a andlise individual das anormalidades nucleares (ANs, Figura 3), entre as
guildas tréficas, em area agricola os valores mais altos encontrados e com significancia
estatistica (P<0,05) foram frugivoros, como células binucleadas e cari6lise (Tabela 2).
Em Palmas o habito alimentar com maior taxa de ANs (P<0,05), foram evidenciadas

nos animais insetivoros (célula binucleada e caridlise), e frugivoros com células

binucleadas.
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Figura 3. Fotomicrografias de células esfoliadas da mucosa bucal de morcegos, coradas
com Giemsa e ampliada 1000x. A: Célula tipica, B: célula com micronucleo; C: célula
com broto nuclear; D: célula binucleada; E: célula cariorréxis; F: célula com cromatina

condensada; G: célula picndtica; H: célula caridlise. Seta: indicacdo do micronucleo.

Tabela 2. Médiatdesvio padrdo da frequéncia de cada ANs nas guildas troficas de

morcegos do Cerrado.

Anormalidades nucleares em células esfoliadas de mucosa bucal

BE Bl CR CD Pl CA

Rio Verde
Nectarivora 0,53+0,87a 0,40+0,69a 0,13+0,40a 1,62+3,05a 5,82+7,26a 12,98+18,91ab
Frugivora  0,79+1,38a 1,58+1,81b 0,50+1,24a 2,13+4,32a 5,55+9,46a 15,62+22,90b
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Insetivora  0,58+1.02a 0.94+1,25a 0,49+0,95a 1,84+2,62a 3,12+5,4la 7,49+13,66a
Palmas

Nectarivora 0,34+0,90a 0,34+0,79a 0,31+0,97a 0,75+1,46a 7,94+12,05a 9,47+13,54ab
Frugivora  0,48+1,11a 0,94+1,13b 0,42+0,94a 1,50+2,33a 3,85+6,17a 12,75+21,08a
Insetivora  0,63+1.17a 1.80+2.47bc 1.13+2.15a 1.23+1.75 4.35#6.93a 61.15+2.60b

Letras diferentes representam diferenca estatistica, mas valores acompanhados de uma
mesma letra sdo semelhantes entre si. Bl=binucleada, BE=broto nuclear, CR=cariorréxi,

CD=cromatina condensada, Pl=picnose e CA=caridlise.

Resultados da comparacgdo par a par das guildas tréficas semelhantes de area
agricola em relacdo a urbana sao evidenciadas na figura 4. Nectarivoros ndo apresentou
diferenca significativa (P>0,05), ja frugivoros de area agricola apresentou duas vezes
mais micronicleo do que frugivoros de area urbana (P<0,001). Diferenca também foi
observada entre insetivoros, com maior taxa de micronucleo nos morcegos de area

urbana (P<0,01) em relacédo a area agricola.
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Figura 4. Comparacéo da frequéncia de microndcleo entre area agricola em relacéo area
urbana para guildas de nectarivoro, frugivoro e insetivoro. * Representa diferenca

significativa entre ambientes.

O conjunto de anormalidades nucleares (ANs)

As anormalidades nucleares observadas neste estudo (BE, BI, CR, CD, Pl e CA)
foram somadas para a avaliagdo dos danos. Para &rea agricola (Rio Verde) uma
diferenca significativa foi observada entre as guildas (H = 17.0484, P = 0,01), em que
frugivoros diferiu de insetivoros (P<0,05), porém manteve semelhanca estatistica com
nectarivoros (Figura 5). Em area urbana (Palmas) foi detectado uma diferenca entre as
guildas tréficas (H = 15.3234, P = 0,0005), com maior taxa para insetivoros (P<0,05).
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Figura 5. Soma das anormalidades nucleares (ANs) em mucosa bucal de morcegos em
(A) Rio Verde-GO e (B) Palmas-TO. A média ¢ indicada pelo circulo, desvio padrao
pelas barras verticais e a caixa representada pelo primeiro e terceiro quartil. Letras
diferentes representam diferenca estatistica, mas valores acompanhados de uma mesma

letra sdo semelhantes entre si.

DISCUSSAO

A aplicacdo do teste de microndcleo requer um protocolo padronizado para

coleta de células bucais (Thomas et al., 2009a; Bolognesi et al., 2015b) com respectiva
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preparacdo de laminas, coloracédo e critérios de pontuacdo detalhados para identificar e
quantificar os diferentes tipos de células e anomalias nucleares (Thomas et al., 2009a;
Bolognesi et al., 2015b). Embora seja um teste amplamente utilizado para humanos,
verificou-se neste estudo que o ensaio de MN em células esfoliadas de mucosa bucal de
morcegos, pode ser aplicado como biomarcador valioso para anélise genotdxica, uma
vez que foi possivel detectar danos. Esses danos, foram mais expressivos para guilda de
frugivoros, cuja frequéncia de ocorréncia foi especialmente alta em ambiente agricola e
urbano, além disso, insetivoros de &rea urbana também mostrou alta taxa de
microntcleo. De acordo com alguns autores, a presenca de um nimero aumentado de
células micronucleadas indica danos ao DNA, e normalmente est4 relacionado com a
presenca de agentes genotoxicos (Holland et al., 2008; Thomas et al., 2009a; Bolognesi
et al., 2013; Bolognesi et al., 2015b), sendo detectado a presenca de MN muito antes do
desenvolvimento de sintomas clinicos (Stich et al., 1984).

Os micronucleos em células bucais esfoliadas refletem eventos que ocorreram na
camada basal entre a primeira a terceira semanas antes da obtengéo do esfregaco (Stich
et al., 1983b; Stich et al., 1984; Thomas et al., 2009a). Estes, sdo formados por dano ao
cromossomo (Gomez-Arroyoa et al., 2000; Thomas et al., 2009a) quando essas células
se dividem, e portanto fragmentos cromossémicos ou Cromossomos inteiros que nao
possuem conexdo no aparelho do fuso, é excluido do nucleo principal nas células filhas
e aparecem como corpos especificos denominados de microntcleos (Gomez-Arroyoa et
al., 2000). O teste de MN alem de ser aplicado para quantificacdo de células esfoliadas
de mucosa bucal, também tem sido utilizado para avaliar a quebra cromossémica em
células esfoliadas do esdfago, colo do dtero, pulmdo, cavidade nasal e bexiga urinaria
(Rosin 1992). Essas células amadurecem mais tarde e depois esfoliam (Rosin 1992) e
sdo sempre substituidas por divisdo celular nas células basais do tecido (Rosin 1992;
Yadav; Jaggi 2015).

Além da maior frequéncia de células contendo MN, animais frugivoros de area
agricola detiveram maior taxa de células binucleadas e caridlise quando relacionado a
animais nectarivoros ou insetivoros do mesmo ambiente. Uma frequéncia duas vezes
mais de MN observada na coparacao entre frugivoros de area agricola e urbano reforca
a hipotese de que a pratica agricola, geralmente acompanhada pelo uso excessivo de
agrotoxicos, promovendo impactos em organismos ndo alvos (Minasi et al., 2011;

Stechert et al., 2014; Bayat et al., 2014; Carbajal-Lopez et al., 2016), como ja observado
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dano genético em celulas esfoliadas de mucosa bucal humana (Guilherme et al., 2010;
Minasi et al, 2011; Martinez-Valenzuela et al., 2017).

Apesar dos morcegos frugivoros estarem potencialmente expostos a pesticidas
durante todo o periodo de vida, 0 impacto desta exposi¢do ainda é pouco investigada
(Oliveira et al., 2017). Diante desse contexto dados ecotoxicologicos sdo essenciais para
a avaliagdo de riscos e a tomada de decisOes na conservagdo de morcegos (Zukal et al.,
2015). No presente estudo, foi observado aumento de danos ao DNA em acdo a
formacdo de MN, celulas binucleadas, e manifestacbes de efeitos citotoxicos nos
processos de necrose ou morte celular (caridlise), no entanto, para a constatacdo da
origem destes danos (clastogénica ou aneugénica) novas investigacOes deverdo ser
realizadas. Dados como estes também foram relatados em estudos em células esfoliadas
de mucosa bucal humana (Gomez-Arroyo et al., 2000; Minasi et al, 2011; Castafieda-
Yslas et al., m2016; Martinez-Valenzuela et al., 2017). Portanto, area agricola
potencializa o aumento de dano genotdxico entre morcegos frugivoros, quando
comparado a fragmentos urbanos.

Estudos anteriores denunciaram a acgdo de pesticidas em morcegos frugivoros
relacionado ao dano oxidativo, alteracdes metabdlicas e morfolégicas no figado
(Amaral et al., 2012a,b; Losano 2015; Oliveira et al., 2017), e esses danos podem vir a
comprometer a sobrevivéncia das populacbes (Bayat et al., 2014; Valdespino; Sosa
2017). Dado que, os residuos de pesticidas contaminam o ar, o solo, a 4gua, as plantas e
animais (Bayat et al., 2014; Martinez-Valenzuela et al., 2017). Aliado a esses relatos
cientificos, favoreceu nossa investigacdo para estado de Goids, que € 0 quinto na
categoria nacional que mais utiliza agrotoxico, sendo Rio Verde o décimo municipio
brasileiro que mais emprega pesticidas em seus cultivos (Pignat et al., 2017).

Embora haja poucos relatos toxicologicos para a fauna do bioma, avaliacdes de
morcegos frugivoros do género Artibeus no cerrado Goiano ja reportaram maior dano
no DNA atribuido ao ambiente agricola quando comparado a ambiente urbano por meio
de andlise de biomarcadores genotoxico (Ensaio Cometa) (Assuncdo 2016). Trabalhos
com aves do Cerrado utilizando mesmo teste em células sanguineas constataram maior
frequéncia de MN em animais de area agricola com influéncia urbana, em comparacgéo
com as areas mais isoladas e menos antropizadas (Baesse et al., 2015). Assim, as
evidéncias toxicologicas comprovadas por técnicas de deteccdo de dano genotdxico

sugerem que o aumento na frequéncia de MN em células esfoliadas de mucosa bucal de
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morcegos frugivoros de area agricola, bem como aumento das demais ANs pode ser
atribuido a baixa qualidade ambiental decorrente da antropizacéo e uso de agrotoxicos.

Os aspectos fitogeograficos em Palmas, TO, sdo caracterizados por mata de
galeria no interior da cidade, em que um dos pontos forma corredor ecoldgico ligando
até a Area de Preservacdo Ambiental do Parque Estadual do Lajeado (UC). Essas areas
sofrem pressdo do efeito de borda pela expansédo urbana, poluicdo do ar e dos cursos
hidricos. Os morcegos frugivoros desse ecossistema apresentaram resultados
semelhantes para a frequéncia de micronucleo, daqueles frugivoros de area agricola.
Células binucleas também mostraram frequéncia significativa, essa que esta associada a
defeito na citocinese. O dano genotdxico aqui relatado pode ter sido atribuido a pressao
de expansdo urbana, dado que em estudos toxicoldgicos recentes, morcegos de area
urbana tém apresentado estresse perante a poluicdo atmosférica, aguas residuais, metais
pesados (Naidoo et al., 2013; Flache et al., 2015, 2016; Nighat et al., 2016), e dano no
DNA atribuido a provavel pressao do efeito de borda (Assungdo 2016).

Os insetivoros capturados em abrigo na PFHC em Palmas, a frequéncia de MN
foi maior do que frugivoros e nectarivoros nos dois municipios. Essa alta taxa de MN
observada em insetivoros na ponte, pode esta relacionado a insetos que possivelmente
tiveram contato com agentes quimicos. Embora propriedades agricolas estejam em um
raio de 20 km do abrigo. Entretanto, morcegos da familia Molossidae possuem alta
capacidade de dispersao (Speer et al., 2017), forrageando mais de 50 km em uma Unica
noite (Best; Geluso, 2003). Além disso, no abrigo 0s morcegos estdo suceptiveis a
poluentes atmosféricos, estes que tem sido indicado para efeito genotoxico (Ciarrocca et
al., 2012; Goethel et al., 2014; Sposito et al., 2017), assim como, particulas de petrdleo
provenientes da combustdo dos automdveis (Goethel et al., 2014; Kowalska et al.,
2017).

Aqui, chamando atencdo para novos estudos com essa colbnia por ser uma
populacdo de milhares de individuos, e que os danos genotdxicos observados pode ser
indicativos de estresse ambiental nessa populacdo. De modo geral, os morcegos
fornecem servicos essenciais no ambiente e uma populacao sustentada e prospera € vital
para a salde do ecossistema (Bayat et al., 2014) e que compreender as questfes que
ameacam a sua sobrevivéncia é crucial para a sua protecao e conservacao.

Vale pontuar que a guilda tréfica de morcegos insetivoros é a mais estudada no

mundo para exposicdes toxicoldgicas (Bayat et al., 2014; Zukal et al. 2015), no entanto,
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no Brasil as avaliagfes ainda sdo incipientes. Dentre os poucos estudos, cita-se 0
trabalho de Zocche et al. (2010), realizados no sul do Brasil, demonstrando dano no
DNA em morcegos insetivoros decorrente da acdo de metais pesados. Zukal et al.
(2015) enfatizam que a bioacumulacéo de metais pesados em morcegos insetivoros tém
valores médios de contaminantes mais baixos em tecidos do que espécies frugivoras e
nectarivoras. Todavia, € o grupo tréfico mais apontado para o declinio populacional
decorrente das acdes antrdpicas e de impacto quimico ambiental.

Outros resultados obtidos neste estudo sao apresentados apenas como critério de
investigacgdo e replicagdo, isto é, a soma das ANs (BE, BI, CR, CD, Pl e CA). O total de
ANs corroborou que, em area agricola, animais frugivoros apresentaram aumento na
frequéncia de anormalidades, porém em relagdo a insetivoros. Em Palmas a taxa maior
de ANs ocorreu para insetivoros. Esse tipo de analise embora ndo seja muito comum em
estudos com células esfoliadas de mucosa bucal, é bastante frequente em teste de MN
em eritrocitos em anfibios e peixes (Arcaute et al., 2014; Lajmanovich et al., 2014;
Seriani et al., 2015; Vieira et al., 2016; Montalvéo et al., 2017) e, portanto, podem estar
associadas ao aumento da freqliéncia de micronucleos (Gomez-Meda et al., 2006). O
aumento da frequéncia de ANs é um sinal de reacOes adversas a célula e/ou de
mecanismos de controle utilizados para eliminar células com danos ao DNA (Rosin,
1992; Fijan 2002; Yadav; Jaggi 2015), sendo registradas quando o organismo esta em
situacOes de estresse, mudancas na dieta, condi¢bes de doenca e danos no metabolismo
energético entre outros atributos bioldgicos e ambientais (Thomas et al., 2009a;
Bolognesi et al., 2015b; Peteffi et al., 2016; Vieira et al., 2016; Gomez-Meda et al.,
2016; Gomez-Meda et al., 2017).

Morcegos estdo frequentemente expostos aos multiplos estressores
antropogénicos ao mesmo tempo, e podem mostrar efeitos tanto antagdnicos quanto,
mais frequentemente, combinados ou sinérgicos (Zukal et al., 2015), e assim fatores de
risco genotodxico, que induzem aberragbes cromossdmicas, ndo podem ser vistos de
forma isolada (Stich et al., 1983a). Os estressores podem incluir toxinas naturais,
poluentes antropogénicos, pesticidas, metais pesados e doencas (Bayat et al., 2014;
Zukal et al., 2015).

Finalmente, neste trabalho, foi evidenciado maior susceptibilidade a dano
genotoxico para o habito frugivoro e insetivoros. Chamando atencdo também para

Glossophaga soricina, espécie nectarivora neotropical generalista (Zortéa 2003;
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Nogueira et al., 2007; Oprea et al., 2012; Aguiar et al., 2014), com dieta diversificada,
incluindo frutos, partes florais e até mesmo insetos (Gardner 1977; Zortéa 2003) em que
ndo foi observado aumento significativo em MN e ANs nos ambientes estudados, e sem
resposta para sua susceptibilidade genotdxica. Estudos futuros podem avaliacdo
frequéncia MN em células esfoliadas da mucosa bucal, em paraleto com técnicas de
deteccdo de bioacumulacdo em morcegos. Nesse sentido, contribuindo para
conhecimento dos xenobioticos que afetam dano no DNA como a formagdo de MN e
ANSs.

CONCLUSAO

Nesse estudo, foi apresentado pela primeira vez MN e outras ANs em células
esfoliadas de mucosa bucal de morcegos para avaliacdo de genotoxicidade entre guildas
troficas, demonstrando eficiente biomarcador para a quiropterofauna. Morcegos
frugivoros apresentaram frequéncia significativa MN em area agricola e urbana. Além
disso, insetivoros de abrigo em &rea urbana detiveram taxa maior de MN quando
comparado a nectarivoros e frugivoros. Os dados alertam para susceptibilidade de
formacdo de dano genotoxico em mucosa bucal de morcegos no cerrado. Esses achados
estdo relacionados a baixa qualidade ambiental dos ecossistemas e esses animais foram
investigados. Mais estudos empregando a analise da sensibilidade ecotoxicolégica por
meio do teste de micronlcleo, ajudara na padronizacdo do biomarcador, bem como
auxiliar na compreensao de areas perturbadas, em busca de protecdo dos ecossistemas e

na conservacdo de morcegos.
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CONCLUSAO GERAL

O teste de microlcleo em mucosa bucal de morcegos mostrou eficiente para
deteccdo de micronicleo e anormalidades nucleares (célula com broto nuclear,
binucleada, cariorréxi, célula com cromatina condensada, picnotica e cariolise). Uma
avaliacdo entre insetivoros capturados na colénia na PFHC em comparacdo aos de
fragmentos florestais em Palmas — TO foi observado maior frequéncia nos morcegos
nos animais da colbnia. Essa taxa alta de MN nos insetivoros (N. laticaudatus) da
colénia pode ter sido associada a uma dieta comprometida por contaminantes agricolas
ou pouluicdo atmosférica no abrigo. Também foram avaliadas guildas troficas
(nectarivoros, frugivoros e insetivors), demonstrando que animais frugivoros
apresentaram maior taxa de dano genotdxico em area agricola e urbana. Além disso,
insetivoros de area urbana mostrou maior taxa de micronicleo entre as guildas troficas
independentes dos ambientes. Diante desses resultados, 0 monitoramento
ecotoxicologico por meio do teste de micronucleo, aliado aos outros biomarcadores séo
necessarios para formular indicadores da saide dos morcegos e do ambiente, sendo
alternativas urgentes para entendimento dos agentes xenobidticos nos ecossistemas e

prol da conservacao.



