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RESUMO

A perda e fragmentacdo de habitats é uma das maiores ameacas a biodiversidade e a
manutencdo dos servigos ecossistémicos, podendo trazer implicacdes fisiologicas para a
fauna silvestre. O objetivo desta tese foi avaliar como alteragbes na paisagem impactam
a higidez de morcegos de diferentes guildas troficas. No Capitulo 1 foi feita uma revisdo
bibliografica abordando o estado da arte a respeito de morcegos e agrotoxicos. Foi
observado que as pesquisas sobre o tema estdo concentradas no Hemisfério Norte,
principalmente nos EUA. Apenas 5% das espécies de todo mundo ja foram estudadas,
predominantemente espécies insetivoras. Os inseticidas foram o0s agrotoxicos mais
pesquisados, principalmente os organoclorados. Dessa forma, o conhecimento sobre os
efeitos de agrotdxicos em morcegos ainda é insuficiente para uma avaliagdo de risco de
suas populagcBes ou seu uso como bioindicadores. No Capitulo 2, foi apresentado um
método para determinacdo de residuos de 48 tipos de agrotoxicos por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas em misculo de morcego. O método de
extracdo miniaturizado viabiliza andlises de residuos quando a quantidade de amostra é
limitada. Além disso, por utilizar menor quantidade de reagentes reduz o custo, impacto
no meio ambiente e na salde dos pesquisadores, sendo, portanto, possivel realizar este
tipo de avaliagbes em morcegos como bioindicadores. No Capitulo 3, foi feita uma
avaliacdo das implicacdes fisiologicas relacionadas a diferentes perfis de uso e
ocupacdo do solo. Foram coletados morcegos de uma &rea de protecdo, o Parque
Nacional da Serra do Cip6 (PARNA Cip0), MG, e uma area com atividade agropecuaria
intensa, no municipio de Uberaba, MG. Apesar das diferencas no uso e ocupacao do
solo entre as areas estudadas, os morcegos apresentaram respostas similares. Contudo,
foi wverificado que as gquildas troficas sdo afetadas diferentemente. Os morcegos
frugivoros de ambas as areas apresentaram menor atividade das enzimas SOD, CAT e
GST e baixas concentracbes de MDA, o que pode ser explicado pela maior ingestdo de
antioxidantes provenientes da dieta, além da menor producdo de espécies reativas do
oxigénio (EROs). A analise histopatologica do figado revelou que o0s animais
apresentaram  prevaléncias similares nas duas &reas, com algumas diferencas
relacionadas as guildas. Morcegos hematofagos do PARNA Cipd apresentaram maior
prevaléncia de esteatose e, juntamente com morcegos frugivoros de Uberaba,
apresentaram maiores frequéncias de balonamento, sugerindo que esses animais estdo
submetidos a fatores antropogénicos capazes de induzir distdrbios no metabolismo
hepatico. Os morcegos hematdfagos de Uberaba apresentaram maior prevaléncia de
inflamacdo portal, e os morcegos insetivoros de Uberaba apresentaram maiores
prevaléncia de inflamacdo lobular e portal. Embora os perfis de uso e ocupacdo das
areas sejam diferentes, o estado de salde dos animais é semelhante, havendo algumas
diferencas entre guildas troficas. Essas diferencas parecem estar relacionadas a maneira
como cada grupo responde as alteragbes ambientais, além de aspectos da biologia e
ecologia proprios de cada guilda. Considerando que morcegos de diferentes guildas
troficas apresentam respostas fisiologicas diferentes as alteracbes na paisagem, ressalta-
se a importancia de se conhecer as respostas de cada guilda para mensurar 0s prejuizos
relacionados aos servicos ecossistémicos prestados por esses animais, bem como
determinar quais guildas ou espécies podem ser usadas como bioindicadores de
qualidade ambiental.

Palavras-chave: agrotdxicos, micro-quechers, histopatologia, estresse  oxidativo,
paisagem



ABSTRACT

The loss and fragmentation of habitats is one of the greatest threats to biodiversity and
the maintenance of ecosystem services, and may have physiological implications for the
wild fauna. The objective of this thesis was to evaluate how changes in the landscape
may impact the health of bats from different trophic guilds. In Chapter 1, a
bibliographic review was made addressing the state of the art regarding bats and
pesticides. It was observed that research on the topic is concentrated in the Northern
Hemisphere, mainly in the USA. Only 5% of the world's species have been studied,
predominantly insectivorous species. Insecticides were the most searched pesticides,
mainly organochlorines. Thus, the knowledge about the effects of pesticides on bats is
still insufficient for a risk assessment of their populations or their use as bioindicators.
In Chapter 2, a method for determining residues of 48 types of pesticides by gas
chromatography coupled with mass spectrometry in bat muscle was presented. The
miniaturized extraction method makes feasible the analysis when the volume of sample
is limited. In addition, by using fewer reagents, it reduces the cost, impact on the
environment and on the health of researchers, making it possible, therefore, to carry out
this type of evaluation on bats as bioindicators. In Chapter 3, an assessment was made
of the physiological changes linked to different lands use and occupation profiles. Bats
were collected from a protected area, the Serra do Cipd National Park (PARNA Cip0),
MG, Brazil, and an area with intense agricultural activity, in the municipality of
Uberaba, MG, Brazil. Despite the differences in land use and occupation between the
studied areas, bats showed similar responses. However, it was found that trophic guilds
are affected differently. Frugivorous bats in both areas showed lower activity of the
enzymes SOD, CAT and GST and low concentrations of MDA, which can be explained
by the greater intake of antioxidants from the diet, in addition to the lower production of
reactive oxigen species (ROS). Histopathological analysis of the liver revealed that the
animals had similar prevalences in the two areas, with some differences related to the
guilds. Hematophagous bats from PARNA Cipd had a higher prevalence of steatosis
and, together with frugivorous bats from Uberaba, had higher frequencies of ballooning
degeneration, suggesting that these animals are subjected to anthropogenic factors
capable of inducing disturbances in hepatic metabolism. Hematophagous bats from
Uberaba had a higher prevalence of portal inflammation, and insectivorous bats from
Uberaba had a higher prevalence of lobular and portal inflammation. Although the
profiles of use and occupation of the areas are different, the health status of the animals
is similar, with some differences between trophic guilds. These differences seem to be
related to the way each group responds to environmental changes, in addition to aspects
of biology and ecology specific to each guild. Considering that bats from different
trophic guilds present different physiological responses to changes in the landscape, the
importance of knowing the responses of each guild to measure the losses related to the
ecosystem services provided by these animals is emphasized, as well as determining
which guilds or species can be used as bioindicators of environmental quality.

Keywords: pesticides, micro-quechers, histopathology, oxidative stress, landscape
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INTRODUCAO

Morcegos pertencem a ordem Chiroptera, a qual possui mais de 1.300 espécies, cerca de
um quarto das espécies de mamiferos do mundo (Fenton; Simmons, 2014). Esses
animais sdo altamente diversificados, tanto em termos morfolégicos quanto ecoldgicos.
Dentre os mamiferos, 0s morcegos apresentam a maior diversidade de habitos
alimentares, uma vez que consomem insetos, frutos, néctar, pdlen, flores, folhas,
pequenos Vertebrados e sangue (Kunz et al., 2011; Fenton; Simmons, 2014). Essa
diversidade de habitos alimentares faz com que 0S morcegos sejam importantes
prestadores de servicos ecossistémicos uma vez que atuam na polinizacdo, dispersdo de

sementes, e controle da populagcdo de invertebrados (Kunz et al., 2011).

Devido a ampla distribuicdo geogréfica, possibilidade de se estudar diferentes niveis
troficos e serem sensiveis as alterages do habitat em diferentes escalas, morcegos tém
sido apontados como bons bioindicadores para estudos de qualidade ambiental (Jones et
al, 2009). O impacto das alteragdes ambientais pode ser avaliado em diferentes niveis
de organizacdo biologica de modo que informacdes sobre efeitos em niveis inferiores,
como molecular ou celular, ajudam a predizer efeitos em niveis superiores como
populacdo (Adams et al., 1989; Kohler; Triebskorn, 2013).

Alteracbes na paisagem decorrentes de atividades agropecudrias estdo relacionadas
diminuicdo da riqueza de espécies e atividade de morcegos (Wickramasinghe et al.,
2003; Stahlschmidt et al, 2012) além de mortalidade e outros efeitos relacionados a
exposicdo aos agrotoxicos como apresentado no Capitulo 1 desta tese. Esses efeitos
podem ser avaliados por meio de biomarcadores que permitem acessar alteragdes
moleculares, bioquimicas, fisiologicas e histoldgicas (Depledge et al., 1995). Na
ecotoxicologia, os biomarcadores tém sido utilizados tanto para avaliacdo da situacdo
atual de uma populacdo quanto para compreensdo de mecanismos e efeitos que podem
se manifestar nos niveis superiores (Adams et al.,, 1989; Depledge et al., 1995; Forbes et
al., 2006).

As regides tropicais ttm sido alvo de grandes alteracfes na paisagem e vém sofrendo
intensificacdo da agricultura e do uso de agrotoxicos (Constantini, 2015; Haddad et al.,
2015). S&o regibes que apresentam grande diversidade de espécies de morcegos, mas

possuem poucas investigacdes sobre como esses contaminantes ou as alteracdes no
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habitat relacionadas a agricultura afetam suas populagdes. O Brasil é um dos paises com
maior diversidade de especies de morcegos do mundo, com 182 espécies (Alberico et
al, 2000; Nogueira et al., 2018) e, no entanto, nenhuma investigacdo foi feita para
avaliar a exposicdo desses animais a agrotoxicos em areas naturais. Sendo assim, essa
tese tem como objetivos atualizar o estado da arte sobre os efeitos de agrotdxicos em
morcegos, Verificar o potencial de aplicacdo de técnicas de cromatografia para analise
de bioacumulagcdo de agrotoxicos em morcegos, bem como avaliar como alteracBes na

paisagem impactam morcegos de diferentes guildas troficas.

O delineamento deste trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo CEUA 166/2017) e pelo Instituto
Chico Mendes de Conservagéo e Biodiversidade (ICMBio - N° 57026-1).

Diante do exposto, esta tese esta dividida em trés capitulos. No Capitulo 1 foi feita uma
revisdo sobre o estado da arte envolvendo morcegos e agrotoxicos; no Capitulo 2 foi
apresentado um método para extracdo e determinacdo de residuos de agrotoxicos em
misculo de morcegos; e no Capitulo 3 foi feita uma avaliagdo das implicacbes
fisioldgicas em morcegoas de diferentes guildas em funcdo das alteracbes na paisagem.
Para o preparo do texto final, outros estudos foram desenvolvidos e redigidos, sendo um
sobre morcegos do estado de Minas Gerais e outro sobre o uso de ensaios de
genotoxicidade e mutagenicidade na ecotoxicologia. No entanto, esses ndo serdo
apresentados por ndo apresentarem relacdo direta com os resultados apresentados na

tese, mas estdo a disposicdo com a autora.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Atualizar o estado da arte sobre os efeitos de agrotoxicos em morcegos, analisando-se o
potencial avaliativo de bioacumulagdo de agrotoxicos e influéncia da paisagem sobre

diferentes guildas tréficas de morcegos.

Objetivos especificos

e Revisar 0 conhecimento disponivel na literatura a respeito de morcegos e
agrotoxicos

e Descrever a otimizacdo e validacdo de um método de extragdo miniaturizado
para andlise multirresiduos de agrotoxicos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas.

e Auvaliar o estresse oxidativo de morcegos de duas areas com diferentes perfis de
uso e ocupacao do solo.

e Determinar a presenca de alteracGes histopatologicas no figado de morcegos;

e Awveriguar se as alteracBes fisiologicas variam entre as guildas dos insetivoros,

frugivoros, nectarivoros e hematdfagos.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA: AGROTOXICOS EM M ORCEGOS

INTRODUCAO

O modelo predominante de producdo agricola no mundo é altamente dependente do uso
de agrotoxicos. Atualmente sdo utilizados mais de quatro milhdes de toneladas de
agrotoxicos no mundo (Zhang et al., 2011). O uso indiscriminado dessas substancias
tem causado grande preocupacdo, uma vez que seus residuos tém sido encontrados em
praticamente todos os compartimentos ambientais (Chernyak et al., 1996; Majewski et
al, 2014; Camenzuli et al, 2016). A contaminacdo ambiental é uma ameaca a
biodiversidade e, consequentemente, aos servicos ambientais que mantém o ecossistema
(Clark, 2001; Beketov et al, 2013; Mineau; Whiteside, 2013). Entre os inlmeros
Servicos ecossistémicos prestados por seres vivos, pode-se considerar especial atencao
aos servicos prestados por morcegos. Existem mais de 1.300 espécies de morcegos em
todo mundo, os quais apresentam dieta diversificada, incluindo frutos, flores, polen,
artropodes e pequenos vertebrados. Os servigos ambientais prestados por esses animais
nos ecossistemas em que estdo inseridos estdo relacionados a essa diversidade de
hé&bitos alimentares, como por exemplo, a polinizacdo e dispersdo de sementes (Kunz et
al., 2011; Fenton; Simmons, 2014).

Contudo, declinios populacionais de morcegos ja foram relacionados a exposicdo a
agrotoxicos (Clark et al, 1988; Mitchell-Jones et al., 1989; Clark, 2001), ocorrendo
especialmente via ingestdo de alimentos e agua contaminados, por inalacdo e contato
dérmico (Clark, 1988; Schmidt et al., 2000).

Nesta revisdo foi feita uma atualizacdo das revisdes de Clark e Shore (2001) e Bayat e
colaboradores (2014), as quais abordam outros contaminantes além de agrotoxicos.
Sendo assim, foram compilados 82 artigos que reportam efeitos, bioacumulagdo de
residuos e exposicdo de morcegos a agrotdxicos, publicados no periodo de 1951 a 2018,

sendo que todos os dados foram coletados de fontes primarias (Tabela 1. 1).

Foram avaliadas a distribuicdo temporal e geogréafica dos estudos, as espécies de
morcegos e as classes de agrotoxicos estudadas e o conhecimento existente na literatura,

identificando as lacunas de conhecimento para o direcionamento de pesquisas futuras.
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Os estudos foram classificados em qualitativo, quando apenas foi reportada mortalidade
de morcegos relacionada ao uso de agrotoxicos; observacional, quando houve coleta de
morcegos e determinacdo de residuos; experimental natural, quando houve coleta de
morcegos, determinacdo de residuos e investigacdo de fatores explicativos (e.g. areas,
espécies, sexo); e experimental manipulativo, quando houve um experimento em
condicbes controladas para avaliagio de efeitos e determinacdo de dose ou

concentracao.
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Tabela 1. 1. Revisdo dos estudos de agrotoxicos em morcegos apresentando as espécies estudadas, o tipo de agrotoxico, material bioldgico e
biomarcadores analisados, o pais de origem e o tipo de estudo (observacional, qualitativo, experimental manipulativo ou natural)

Espécie Agrotoxico Classe M aterial bioldgico Biomarcador analisado Pais Tipo de estudo Referéncia
Mlnlopyerus schreibersil DDTs, Heps, Clds, HCH,HCB OC Carcaga (exceto figado, Exposi¢ao Australia  Observacional Allinson et al., 2006
bassanii asas e pelos)

Artibeus lituratus Fentiona OP gclj?sgts)bmusculo e tecido Efeito Brasil Exp. manipulativo Amaral et al., 2012

A. lituratus Espinosina ESP ;ljgi;;cci)g,omusculo e tecido Efeito Brasil Exp manipulativo Amaral et al., 2012

T. brasiliensis DDE ocC Guano Exposicao EUA Observacional Bennet; Thies, 2007

A. lituratus Endosulfan ocC ;gi;;cci)g,omusculo, tecido Exposicdo, efeito Brasil Exp. manipulativo Brinati et al., 2016
Carcaca, (exceto trato

Eptesicus f. fuscus DDTs, Oxi, dieldrin, Hepx ocC gastrointestinal), cérebro,  Exposicio EUA Observacional Clark; Lamont, 1976a
conteudo estomacal

Myotis grisecens Dieldrin ocC carcaga, leite /(conteudo Exposicao EUA Observacional Clark etal., 1978
estomacal), cérebro

Determinagéo de
Myotis lucifugus DDE ocC carcaga e cérebro concentragéo letal no EUA Exp. manipulativo Clark; Stafford, 1981
cérebro

T. brasiliensis DDT, DDE, dieldrin e lindano OC pele qe anl_mal,s'de Exposicéo EUA Exp. natural Clark, 2001
colecBes cientificas

T. brasiliensis; E. fuscus; M. g:ggo Zscatlrr(;z:ga (exceto

lucifugus; Myotis sodalis; M.  DDE, dieldrin, Hepx ocC : PES, L2 Exposicao EUA Observacional Clark etal., 1981

: gastrointestinal, cabeca e

grisecens
pele)

M. grisecens DDTs, dieldrin, Hepx, Clds oC cerebrq, carcaga, Insetos Exposicao EUA Observacional Clark etal., 1983a
(contetdo estomacal)

T. brasiliensis DD.TS‘ lindano, dieldrin, Hepx, ocC Guano Exposi¢ao México Observacional Clark etal, 1995

Oxi e nonacloro
cérebro e carcaga (exceto
e asas, pés, trato Determinagéo de . . .

T. brasiliensis DDE oC gastrointestinal, cabeca e concentracio letal EUA Exp.manipulativo Clark; Kroll, 1977
pele)
cérebro, carcaga (exceto

M. lucifugus DDT,DDD, DDE, Clds ocC asas, pés, cabeca, trato Exposicao EUA Observacional Clark etal, 1978

gastrointestinal, pele)
contetdo estomacal

(Continua)
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Tabela 1.1. Continuagéo

Espécie Agrotoxico Classe M aterial bioldgico Biomarcador analisado Pais Tipo de estudo Referéncia
cérebro e carcaga (exceto
E. fuscus DDE oc asas, pés, trato Determinagio de dose letal EUA Exp. manipulativo  Clark; Prouty, 1977
gastrointestinal, cabega,
pele)
cérebro, pele, carcaga
M. lucifugus Dieldrin ocC (EXCEt(.)’ pes, trato Determinacgdo de dose EUA Exp. manipulativo Clark; Prouty, 1984
gastrointestinal, cabega e
pele), guano
_ o cérebro, carcaga (exceto
M. grlsece_:ns, Elplstrellus . Dieldrin e Hepx ocC asas, p_es,tr_ato Exposi¢ao EUA Observacional Clawson; Clark, 1989
subflavus; Lasiurus borealis gastrointestinal, cabeca e
pele), guano e insetos
Mlnlgpterus .schrelbersu DDT e DDE ocC Carcaga Exposicéo Italia Qualitativo Corrao et al., 1985
Myotis myotis
E. fuscus Clorpirifds OP Cérebro, sangue Efeito EUA Exp. manipulativo Eidels et al., 2016
Dieldrin, DDTs, Hepx,
E. fuscus; Lasionycteris endosulfa}n, Cl.d’ bifentrin., OC, Pl, Carcaga (exceto pelee . . .
o P - lambda cialotrin, permetrina, OP, h Exposicao EUA Observacional Eidels et al., 2013
noctivagans; L. borealis - . asas) e cérebro
cipermetrina, esfevlerato, CAR,
clorpirifés, diazinon, carbaril
. . Dieldrin, Hepx, Oxi, DDE, .
M. soda_lls, Myotis clorpirifés, diazinon, metil OC, OP Carcaga (exceto cérebro) e Exposicao EUA Observacional Eidels et al., 2007
septentrionalis b guano
parathion
Carcaga (exceto asas, pés, Efeito
T. brasiliensis DDT,DDE, DDD, Dieldrin ocC trato gastrointestinal, EUA Exp. manipulativo Geluso et al., 1976
cabeca e pele), cérebro
P. pipistrelus HCHs, Hepx, dieldrin, DDTs, ocC Carcaga (exceto asa, pé e Exposigao Espanha  Exp. natural Guillén et al., 1994
DCB cabeca)
M. schreibersi; Rhinolophus HCHs, Hepx, dieldrin, DDTs, oc Carcaca (exceto asa, pée Exposicio Espanha  Exp. natural Hemnéndez, et al., 1993

ferrumequinum

DCB

cabeca)

(Continua)
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Tabela 1.1. Continuagéo

Espécie Agrotoxico Classe M aterial bioldgico Biomarcador analisado Pais Tipo de estudo Referéncia

Myotis californicus; Myotis .

evotis; Myotis volans; E. clj)ig;'r?;]Hepx, Oxi, nonacloro, ocC carcaga, cérebro Exposi¢ao EUA Exp. natural Henny et al., 1982

fuscus; L.noctivagans

Hipposideros terasensis Imidacloprid NIC Cérebro Efeito Taiwan Exp. manipulativo Hsiao et al., 2016

P. pipistrellus; Plecotus

auritus,  Myotis  nattereri; I Figado, tecido adiposo, X . Observacional e exp. .

Myotis  daubentoni; Myotis DDTs, dieldrin ocC carcaca Exposicdo, efeito Inglaterra manipulativo Jefferies, 1972

mystacinus

M.  lucifugus;  Perimyotis . . . . .

subflavus M. septentrionalis; DDT, lindano, Oxi, nonacloro, ocC Flgado, cérebro, - tecido Exposicéo EUA Observacional Kannan et al., 2010

S HCB adiposo

Myotis leibii

E. fuscus Dieldrin, endrin oC - Determinagéo de dose EUA Exp. manipulativo Luckens; Davis, 1965

Epitesicus serotinus; Myotis

emarginatus; M. mystacinus;

Nyctalus noctula; Pipistrellus - . ) x -~ . P .

kuhlii: P pipistrellus; HCB, DDT, lindano oC Figado, cérebro, pulmdo Exposicdo, efeito Austria Exp. natural Lyftl et al., 2005

Rhinolophus hipposideros;

Vespertilio murinus

Miniopterus schreibersii Figado, musculo, tecido - x - .

bassanii DDTs ocC adiposo, cérebro Exposi¢ao Australia Exp. natural Mispagel et al., 2004
Carcaca (exceto pés, asas

E. fuscus DDT, DDE, Cld e dieldrin ocC & trato gastromtestmgl), Exposicao EUA Exp. natural O'Shea et al., 2001
cérebro, contetdo
estomacal, guano

Pentaclorofenol, Lindano,
. cipermetrina, deltametrina, i . L . . . e
P. pipistrellus permetrina, TBTO, naftenato OC, PI Efeito Escocia  Exp. manipulativo Rancey; Swift 1986
de cobre

P. _plplstrellus, E. _fuscus, M. DDE, hepx, dieldrin ocC corpo total e insetos Exposicao EUA Exp. natural Schmidt et al., 2000

lucifugus, L. borealis

P_te_ropus mariannus, .P' DDTs, HCHs, Clds, HCB ocC Corpo total Exposi¢ao india Observacional Senthilkumar et al., 2001

pipistrellus, Cynopterus sphinx

P. pipistrellus Dieldrin ocC ;ﬁﬁgg‘ figado,  tecido Efeito Inglaterra  Exp. manipulativo Shore et al., 1996

(Continua)
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Tabela 1.1. Continuagéo

Espécie Agrotoxico Classe M aterial bioldgico Biomarcador analisado Pais Tipo de estudo Referéncia
P. pipistrellus Pentaclorofenol e permetrina OC, PI Egag?:;ggégo adiposo, Efeito Inglaterra  Exp. manipulativo Shore et al., 1991
Sturnira hondurensis Bg.}"dHréBes’ endosulfan, Cld, ocC Carcaca Exposicao M éxico Exp. natural Valdespino, Sosa, 2017
Chaerophon pumilus, Mops
condylurus, Nycteris macrotis,
Pipistrellus inexspectatus, - .
Nycticeinops schlieffenii. DDTs, Endosulfan ocC Carcaca Exposi¢ao Benin Exp. natural Stechert et al., 2014
Neoromicia guineensis,
Neoromicia somalica
P. pipistrellus, Nyctalus
noctula, P. auritus, Plecotus DDE, HCB, lindano ocC Tecido adiposo Exposicao Alemanha Exp. natural Streit et al., 1995
austriacus, M. myotis
P. pipistrellus Lindano ocC Taxa metabolica Efeito Inglaterra  Exp. manipulativo Swanepoel et al., 1999
Cérebro, carcaga (exceto
A . pés, asas, pele, trato Exposicdo ; .
T. brasiliensis DDE, DDT, Hep, lindano oC gastrointestinal, embrido e (transferéncia placentaria) EUA Observacional Thies; M cBee, 1994
cranio), embrido
Cérebro, embrido, carcaca
T. brasiliensis, M. velifer DDE ocC (exceto pés, asas, pele, Exposicdo EUA Observacional Thies; Thies, 1997
trato gastrointestinal)
Cérebro, carcaca (exceto
I pés, asas, pele, trato . x . .
T. brasiliensis DDE ocC gastrointestinal), rim, baco Exposicdo, efeito EUA Exp. natural Thies et al., 1996
e figado
R.hipposideros Lindano, endosulfan ocC Guano Exposi¢ao Franca Exp. natural Afonso et al., 2016
A. lituratus Endosulfan ocC E:gado, tecido - adiposo, Efeito Brasil Exp. manipulativo Oliveira et al., 2017
A. lituratus Deltametrina Pl Sangue, musculo- peitoral, Efeito Brasil Exp. manipulativo Oliveira et al., 2018

figado

(Continua)
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Tabela 1.1. Continuacao

Espécie Agrotoxico Classe M aterial bioldgico Biomarcador analisado Pais Tipo de estudo Referéncia
Antrozous pallidus, E. fuscus,
Lo - Carcaca (exceto feto,
T. brasiliensis, Leptonycteris landulas mamarias. trato
sanborni, Macrotus DDTs, toxafeno ocC g strointestinal. fi y do Exposicao EUA Observacional Reidinger, 1976
waterhousii, Pipistrellus gastro al, Tigado,
h mandibula, cérebro)
esperus
P. pipistrellus Lindano ocC Tecido adiposo, figado, Efeito Inglaterra  Exp. manipulativo Boydet al., 1988
pele e carcaca
Eidolon helvum Carbaril CAR Sangue, retina, cérebro Exposicao EUA Qualitativo Seling; Lewandowski, 2017
M. grisecens DDE, Dieldrin ocC Guano Exposi¢ao EUA Observacional Sasse, 2005
. . . Longevidade e atividade . : .
M. lucifugus, E. fuscus Metil paration OP AChE Efeito EUA Exp. manipulativo Clark Jr., 1986
. Dieldrin, Hepx, Oxi, DDE, . . -
M. grisecens Cld. nonacloro, endrin ocC Cérebro, carcaca e leite Exposicao EUA Exp. natural Clark Jr et al., 1983b
DDTs, Dielrin, Hepx, OX, Cérebro,  Jareaea, (exeto
M. grisecens nonacloro, Endrin, Toxafeno, OC Lo " ! Exposicao EUA Exp. natural Clark Jret al., 1988
- gastrointestinal),  guano,
Mirex .
leite
DDT, DDE, HCB, Ox, Carcaga (exceto pés, asas
E. fuscus dieldrin, Hepx, mirex e OC Ga ( Pes, asas, Exposicdo/Efeito EUA Exp. manipulativo Clark; Lamont, 1976b
pele, trato gastrointestinal)
nonacloro
Determinagdo de
M. lucifugus Acefato OP Cérebro, soro avaliacgdo da atividade de EUA Exp. manipulativo Clark; Rattner, 1987
ChE
M. lucifugus DDT e Cld ocC Eeiri(cii%i - sem analise de Exposicao EUA Qualitativo Kunz et al., 1977
pentaclorobenzeno,  lindano,
Myotis dascycneme dlclorobenzpfenona, DDTs, ocC Carcaca, cérebro, figado Exposicdo Pa_|ses Observacional Leeuwangh; Voate, 1985
pentaclorociclohexano, baixos
Dieldrin, Pentaclorofenol,
E. fuscus, M. lucifugus Hepx, Oxi, nonacloro, dieldrin  OC Cérebro Exposicao EUA Observacional Stansley et al., 2001
P. pipistrellus DDTs, aldrin, Heps, HCB, ocC carcaca, figado, fm, Exposicéo Alemanha Observacional Nagel; Disser, 1990

HCHs, pentaclorobenzeno

cérebro, gordura

(Continua)
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Tabela 1.1. Continuagéo

Espécie Agrotéxico Classe M aterial biolégico Biomarcador analisado Pais Tipo de estudo Referéncia
Epitesicus pumilis, Taphozous rdura, carcaca (exceto
georgianus, Pteropus alecto DDTs, Drines, Lindano, HCB  OC gc()ale) ' ¢ Exposi¢ao Australia  Exp. natural Best, 1973
gouldii
. A S Carcaga (exceto asa, pele,
Tadgrlda brasiliensis DDE, DDT, Dieldrin, Clds, oC pés, trato gastrointestinal), Exposicdo EUA Exp. natural Clark etal., 1975
mexicana hepx o
guano, embrido, cérebro
E. fuscus DDE, Dieldrin ocC Guano Exposicao EUA Observacional Clark etal., 1986
SEuglfJIZCVUUSS M. lucifugus, P. DDE ocC Tecido adiposo Exposicao EUA Exp. natural Clark; Krynitsky, 1983
T. brasiliensis mexicana DDT, DDE ocC Nao especificado Exposicao EUA Observacional Constantine et al., 1968
DDTs Dieldrin Endrin Carcaga (exceto asa, pele,
T. brasiliensis mexicana ' ' " OC pés, cerebro, trato Exposigao EUA Exp. natural Geluso et al., 1981
toxafeno, . - ,
gastrointestinal), cérebro
Miniopterus schreibersii;
Pipistrellus pipistrellus; Dieldrin, Hepx, DDTs,
Rinoloph fi inum; | itroti - _— illé .
inolophus grrumequmun}, lindano, HCH, fenitrotion oc Carcaca Exposicio Espanha  Qualitativo Guillén et al., 1991
Plecotus austriacus; Myotis
myotis
Hipposideros commersoni; A . . . X L .
Scotophilus nigrita DDE, Dieldrin ocC Figado, tecido adiposo Exposigao Nigéria Observacional Koeman et al., 1971
Scotophilus borbonicus,
Rhinolophus hildebrandt,
Nycticeinops schlieffeni, DDTs ocC Visceras Exposicao Zimbabue Observacional M atthiessen, 1985
Nycteris thebaica, Scotophilus
dinganii, Epitesicus capensis
Rhinolophus  ferrumequinum,
P. pipistrellus, M. mystaclnus_, Lindano, Dieldrin ocC Figado, — pelo, lavado Exposicéo Inglaterra  Observacional Mitchell-Jones et al., 1989
Plecotus spp, Myotis nattereri, corporal

M. daubentoni Myotis brandti

(Continua)
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Tabela 1.1. Continuagéo

Espécie Agrotoxico Classe  Material bioldgico Biomarcador analisado Pais Tipo de estudo Referéncia
Micropteropus pusillus,
Lissonycteris angolensis,
Hipposideros commersoni Dieldrin ocC N&o especificado Exposicao Camardes Exp. manipulativo M iller et al., 1981
gigas
Carcaga (exceto asas, pés,
Tadarida brasiliensis DDE, DDT ocC trato gastrointestinal, Exposigao EUA Exp. Natural White; Krynistsky, 1986
cabeca e pele), cérebro
R. hipposideros ag;s HCHs, aldrin, dieldrin, ocC Guano Exposicao Franca Exp. natural Hamon, 1990
M. grisecens DDE, Dieldrin, Cld, Hepx ocC Cérebro, carcaca, guano Exposicao EUA Exp. natural Clawson, 1991
Tf;c::l]iss humeralis, Mirex ocC Corpo total Exposicéo EUA Exp. natural Wheeler et al., 1977
A. lituratus Tebuconazol Fun Testiculo, epididimo Efeito Brasil Exp. manipulativo M achado-Neves et al., 2018
Carcaca (exceto asas, pés,
M.lucifugus DDT, DDE, Oxi, dieldrin ocC trato gastrointestinal, Exposigao EUA Observacional Clark; Krynitsky, 1978
cabega e pele)
Cérebro, carcaca (exceto
M. lucifugus, E. fuscus, P. N . asa, pele, pés, trato - )
subflavus DDTs, dieldrin, Oxi ocC gastrointestinal), leite, Exposicao EUA Exp. natural Clark; Prouty, 1976
insetos mastigados, guano
A Cérebro, carcaca (exceto
M. grisecens DDE, DDT, dieldrin, Hepx ocC asa, pele, pés, trato Exposicdo EUA Exp. natural Clark et al., 1980
nonacloro, Clds . .
gastrointestinal)
Cérebro,  figado,  rim,
E. fuscus DDTs ocC lavado da superficie das Exposi¢do EUA Qualitativo Buchweitz et al., 2018
asas
L. borealis DDT ocC - Exposi¢ao EUA Qualitativo Benton, 1951
Myotis yumanensis DDT ocC - Exposicao M éxico Qualitativo Dalquest, 1951

OC = Organoclorado; OP = Organofosforado; PIR = Piretroide; CAR = Carbamato; NEO = Neonicotinoide; ESP = Espinosina; FUN = Fungicida

DDT = Diclorodifeniltricloroetano, DDD = Diclorodifenildicloroetano, DDE =
= Heptacloro, Hepx = Heptacloro epdxido, Oxi = Oxiclordano, Cld = Clordano, Clds = clordano + oxiclordano,

Diclorodifenildicloroetileno, HCH = Hexaclorociclohexano, HCB = Hexaclorobenzeno, Hep
DCB = diclorobenzofenona, TBTO = 6xido de estanho

tributilico, DDTs = DDT+DDE+DDD, HCHs = Hexaclorociclohexanos e isémeros a, B, y, 8, Drines = aldrin, dieldrin, endrin. Heps = heptacloro + heptacloro epéxido.
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Sintese histdrica da exposi¢do de morcegos a agrotoxicos

O histérico de estudos sobre agrotoxicos em morcegos acompanha a histéria da
ecotoxicologia de animais silvestres. Inicialmente os trabalhos eram voltados para
relatos de intoxicacbes agudas, geralmente acidentais (Rattner, 2009; Kendall, 2016).
Os primeiros relatos envolvendo morcegos foram publicados em 1951 (Benton, 1951;
Dalquest, 1951) e, até o final da década de 80, a maioria dos trabalhos relatavam
exposicdo por meio de determinacdo de residuos, relacionavam mortalidade de colbnias

a exposicdo ou determinavam concentracdo e dose letal.

Neste periodo, os inseticidas organoclorados eram o0s principais agrotdxicos estudados,
especialmente o DDT e seus metabolitos. Os organoclorados (OCs) foram largamente
utilizados até a década de 70, quando seus efeitos na reproducdo de populagdes de
algumas aves de rapina comecaram a ser observados (Ratcliffe, 1967). Esses efeitos
somados & preocupacdo publica, motivada pelo livro Primavera Silenciosa, publicado
em 1969 por Rachel Carson, levaram a proibicdo ou restricdo do uso desses compostos
em varios paises (Rattner, 2009). As décadas de 70 e 80 foram as que apresentaram
maior ndmero de publicagdes, havendo uma diminuicdo e pouca variacdo nas décadas

seguintes (Figura 1.1).

MIm

1951 - 1960 1961 - 1970 1971 - 1980 1981 - 1990 1991 - 2000 2001 - 2010 2011 - 2018
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NUmero de publicacbes

o

Figura 1. 1. Namero de estudos sobre agrotéxicos em morcegos publicados entre 1951 e 2018.

O uso de inseticidas de outras classes foi intensificado apds as restricdes impostas aos
OCs (Clark, 1988; Mitra; Maitra, 2018), mas os efeitos desses inseticidas em morcegos
sO comecaram a ser investigados apds 2010, por meio de biomarcadores

histopatologicos, genotoxicos e parametros bioquimicos e metabolicos. Embora tenha
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havido um avanco nas técnicas analiticas para deteccdo de contaminantes em diferentes
matrizes e concentracbes, a quantidade de estudos ainda € insuficiente quando
comparado com a quantidade de ingredientes ativos utilizados na atualidade (Kohler;
Triebskorn, 2013; Kendall, 2016).

Espécies e paises estudados

De modo geral, os estudos se concentram em &reas de clima temperado, tendo sido
desenvolvidos sobretudo em paises com alto potencial cientifico, como os EUA e paises
da Europa, correspondendo a 57% e 20%, respectivamente, do total de estudos (Figura
1.2).

-130.000 76_5 000 0.000 E_S.!)D!) 130. M
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o.ooof 0.000

[ 1 Countries with Publications
% of paper distribution
1.2 .
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241
* 361

7.23
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[ world map

~130.000 65,000 0,000 B5.000 130,000

Figura 1. 2. Mapa mundi com destaque dos paises que apresentaram publicacGes relativas aos efeitos de
agrotéxicos em morcegos (cinza) e frequéncia relativa percentual (circulos em verde) dos estudos em
cada pais.

De acordo com a literatura consultada, 66 espécies, distribuidas em nove familias, ja
foram objeto de estudos envolvendo agrotoxicos (Tabela 1. 2). Esse numero representa
aproximadamente 5% das espécies de todo mundo, que somam mais de 1.300 espécies,
distribuidas em 20 familias (Fenton; Simmons, 2014). Clark e Shore (2001)
contabilizaram 63 espécies na revisdo sobre contaminantes organicos, principalmente
OCs e PCBs, em morcegos. Isso mostra que mesmo apds quase duas décadas de

pesquisas, 0 nimero de espécies estudadas permaneceu praticamente inakterado.
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A Familia Vespertilionidae foi a mais estudada, representando cerca de 73% (n=42) das
espécies estudadas (Tabela 1. 2). Esta familia apresenta a maior riqueza de espeécies,
ampla distribuicdo geogréfica e dieta quase exclusivamente insetivora, com excecdo de
algumas espécies que consomem peixes (Altenbach, 1989). Embora tenha sido a familia
mais estudada, cerca de 50% dos trabalhos foram conduzidos com apenas quatro
espécies, sendo elas Eptesicus fuscus (n = 17), Pipistrellus pipistrellus (n=14), Myotis
lucifugus (n = 13) e M. grisescens (n = 9). As espécies mais estudadas tém relacdo com
a distribuicio geografica dos trabalhos. A excecdo de P. pipistrellus, cuja distribuicdo
compreende Europa, parte do Oriente Médio e Asia, todas as demais ocorrem nos EUA,

pais que lidera o nimero de pesquisas sobre o tema.

Do total de espécies ja estudadas, quase todas sdo insetivoras. Morcegos desta guilda
trofica tém sido considerados bons modelos para avaliagdo e monitoramento da
contaminacdo ambiental, uma vez que eles possuem caracteristicas biologicas e
ecologicas que os tornam mais suscetiveis a exposicdo e bioacumulacdo (Zukal et al.,
2015). Por serem animais voadores e de pequeno porte, possuem altas taxas
metabdlicas, necessitando consumir grande ndmero de presas, 0 que aumenta as chances
de contaminagdo por via oral (Clark et al., 1988). Embora o consumo de presas varie
conforme condicdo reprodutiva, espécie e estacdo climatica, é estimado que um
morcego possa consumir mais de 100% de sua massa corporal em apenas uma noite
(Kunz et al., 2011). Sdo animais que apresentam elevada longevidade, caracteristica que
aumenta o tempo de exposicdo e acumulacdo de contaminantes ao longo da vida
(Wilkinson; South, 2002). Além disso, ocupam elevado nivel trofico na cadeia
alimentar, o que os torna mais suscetiveis a bioacumulacdo (Jones et al., 2009), sendo
importante guilda para investigacdo da acumulagdo destes produtos ao longo da cadeia

alimentar.

Entretanto, algumas dessas caracteristicas, como longevidade, taxa metabdlica e posicdo
na cadeia trofica, sio comuns a morcegos de outras guildas troficas. E possivel que
morcegos de diferentes guildas sejam afetados de maneira diferente, uma vez que a
exposicdo aos agrotoxicos, bem como seus efeitos, podem variar conforme os habitos
alimentares, forrageio, comportamento e metabolismo (Stansley et al, 2001;
Wickramasinghe et al., 2003; Schneeberger et al., 2014).

Somente 13% dos trabalhos consultados investigaram outras guildas tréficas (Tabela 1.

2). O Unico trabalho encontrado com morcego nectarivoro foi com a espécie
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Leptonycteris sanborni, no qual ndo ha relato de efeitos, apenas determinacdo de
residuos e metabolitos de DDT (Reidinger, 1976). Efeitos letais e subletais causados por
agrotoxicos em insetos polinizadores tém sido reportados em varias partes do mundo
(Desneux et al, 2007; Goulson, 2013), mas os efeitos causados em vertebrados
polinizadores ainda sdo negligenciados (Bishop et al., 2018; Graves et al., 2019). Com
relacdo aos morcegos frugivoros, foram encontrados 10 trabalhos com oito espécies,
sendo dois filostomideos (Artibeus lituratus e Sturnira hondurensis) e seis
pteropodideos (Cynopterus sphinx, Eidolon helvum, Lissonycteris angolensis,
Micropteropus pusillus, Pteropus alecto gouldii, Pteropus mariannus). Embora estes
animais possam estar expostos direta ou indiretamente aos agrotdxicos, existe pouca
informacdo disponivel para avaliar o impacto da contaminacdo em suas populagdes.
Morcegos frugivoros podem ser uma boa alternativa para esses estudos de
biomonitoramento por serem mais faceis de capturar que os insetivoros (Valdespino;
Souza, 2017), e serem indicativo da exposicdo direta ao uso de agrotoxicos em
cultivares. N&o foi encontrado nenhum trabalho com morcegos hematdfagos, onivoros

ou carnivoros, sendo, portanto, mais uma lacuna de investigacdo na ciéncia.

As regibes tropicais sdo as que apresentam a maior diversidade e riqueza de espécies
(Mickleburgh et al., 2002; Alberico et al., 2000). Por outro lado, sdo areas que vém
sofrendo grande pressdo de uso de agrotoxicos utilizados na producdo de commodities,
como por exemplo, grdos, Oleo de palma, cana de agUcar entre outras (Schiesari;
Grillitsch, 2011; Schreinemachers; Tipragsa, 2012; Constantini, 2015). Dos estudos
consultados, apenas nove dos estudos foram conduzidos nessa nestas areas. Areas
tropicais sdo particularmente interessantes para estudos com ecotoxicologia de
morcegos porque, diferentemente das areas temperadas, possuem espécies com diversos
habitos alimentares (e.g. frugivoros, nectarivoros, insetivoros, hematofagos e
carnivoros) (Mickleburgh et al., 2002; Clare, et al., 2011).
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Tabela 1. 2. Espécies, separadas por familia, guildas troficas e nimero de trabalhos em
que foram alvo de estudos no periodo de 1951 inicio de 2018.

%
ramias Espécies Guilda trofica Numero de
(NUmero de espécies) trabalhos
Emballonuridae (54) Taphozous georgianus Insetivoro 1
Hipposideros commersoni Insetivoro 1
Hipposideridae (9) Hipposideros gigas Insetivoro 1
Hipposideros terasensis Insetivoro 1
Miniopteridae (29) Miniopterus schreibersii Insetivoro 4
Chaerephon pumilus Insetivoro 1
Molossidae (113) Mops condylurus Insetivoro 1
Tadarida brasiliesis Insetivoro 14
Nycteridae (16) Nycteris macrotis Insetivoro 1
Nycteris thebaica Insetivoro 1
) Artibeus lituratus Frugivoro 6
Phyllostomidae (204) . . .
Leptonycteris sanborni Nectarivoro 1
Macrotus waterhousii Insetivoro 1
Sturnira hondurensis Frugivoro 1
Cynopterus sphinx Frugivoro 1
Eidolon helvum Frugivoro 1
Pteropodidae (198) Lissonycteris angolensis Frugivoro 1
Micropteropus pusillus Frugivoro 1
Pteropus alecto gouldii Frugivoro 1
Pteropus mariannus Frugivoro 1
Rhinolophus ferrumequinum Insetivoro 3
Rhinolophidae (97) Rhinolophus hildebrandt Insetivoro 1
Rhinolophus hipposideros Insetivoro 3
Antrozous pallidus Insetivoro 1
Eptesicus capensis Insetivoro 1
Eptesicus fuscus Insetivoro 17
Eptesicus pumilis Insetivoro 1
Eptesicus serotinus Insetivoro 1
Vespertilionidae (455) Lasionycteris noctivagans Insetivoro 2
Lasiurus borealis Insetivoro 4
Myotis brandtii Insetivoro 1
Myotis californicus Insetivoro 1
Myotis dasycneme Insetivoro 1
Myotis daubentoni Insetivoro 2
Myotis emarginatus Insetivoro 1
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Myotis evotis Insetivoro

Myotis grisecens Insetivoro

Myotis leibii Insetivoro
Myotis lucifugus Insetivoro 13
Myotis myotis Insetivoro 2
Myotis mystacinus Insetivoro 2
Myotis nattereri Insetivoro 2
Myotis septentrionalis Insetivoro 2
Myotis sodalis Insetivoro 2
Myotis velifer Insetivoro 1
Myotis volans Insetivoro 1
Neoromicia guineensis Insetivoro 1
Neoromicia somalica Insetivoro 1
Nyctalus noctula Insetivoro 2
Nycticeinops schlieffeni Insetivoro 2
Nycticeius humeralis Insetivoro 1
Perimyotis subflavus Insetivoro 1
Pipistrellus hesperus Insetivoro 1
Pipistrellus inexspectatus Insetivoro 1
Pipistrellus kuhlii Insetivoro 1
Pipistrellus pipistrellus Insetivoro 14
Pipistrellus subflavus Insetivoro 3
Plecotus auritus Insetivoro 2
Plecotus austriacus Insetivoro 2
Plecotus sp. Insetivoro 1
Scotophilus borbonicus Insetivoro 1
Scotophilus dinganii Insetivoro 1
Scotophilus nigrita Insetivoro 1
Vespertilio murinus Insetivoro 1

* Fenton; Simmons, 2014

Bioacumulacao

Os registros de bioacumulacdo de agrotéxicos em morcegos na literatura sdo, em grande
parte, de inseticidas organoclorados, os quais sdo reconhecidamente persistentes e com
grande potencial para bioacumulagdo (Stockholm Convention, 2009). Compostos
lipofilicos sdo armazenados no tecido adiposo desses animais, podendo provocar efeitos
tardios quando essa gordura é mobilizada para migracdo ou hibernacdo (Clark; Prouty,
1976; Geluso etal., 1976).
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Os dados disponiveis na literatura referente as concentracbes de agrotdxicos
acumulados sugerem que, ao longo dos anos, houve uma mudanca no padrdo de
exposicdo, de modo que hoje 0s morcegos estdo expostos as concentragdes mais baixas.
A diminuicdo das concentracdes de residuos de OCs ocorreu principalmente apds a
proibicdo e restricdo do uso desses inseticidas (Bayat et al., 2014). Entretanto, ainda que
sejam proibidos, € importante que a presenca de seus residuos seja investigada, uma vez
que ha registros destes residuos em morcegos em locais onde tais produtos ndo sdo, ou

ndo foram, utilizados oficialmente (Kannan etal., 2010; Buchweitz etal., 2018).

A bioacumulacdo de residuos de agrotdxicos de outras classes também precisa ser
investigada em funcdo da pequena proporcdo de estudos. Tal tipo de investigacdo se
torna relevante, visto que, na atualidade, estas outras classes de agrotoxicos tém sido
utilizadas com maior intensidade, assim como tém sido amplamente introduzidas no
mercado mais recentemente. Inseticidas organofosforados, carbamatos e piretrdides
também ja foram detectados em morcegos e embora sejam considerados de baixo
potencial para bioacumulagdo, sdo compostos cuja entrada no ambiente é continua e
intensa.  Residuos destas classes foram encontrados tanto em tecidos de morcegos
qguanto no guano, podendo ser um indicativo de exposicdo oral recente ou nas
proximidades dos abrigos (Eidels et al., 2007; 2013).

As variagdes nas concentracBes de residuos detectadas podem ser explicadas pelas
diferengas relacionadas a dieta (Clawson; Clark, 1989; O’Shea et al, 2001), idade e
sexo (Clark; Lamont, 1976b; Guillen et al., 1994; Thies; Thies, 1997), biologia da
espécie e habitos de forrageio (Streit et al., 1995), tipos de abrigos utilizados (Racey;
Swift, 1986; Luftl et al., 2005), metabolismo (Hernandez et al, 1993) e estacdo
climética (Thies; Thies, 1997). ComparacBes entre estudos sdo dificeis de serem
formuladas por causa da auséncia de padronizacdo quanto aos tecidos utilizados,
métodos de extracdo e determinacdo dos residuos e andlises estatisticas (Bayat et al.,
2014).

Agrotoxicos

Foi encontrado um total de 37 substincias ou seus metabolitos nos artigos que tem
morcegos como objeto de estudo. Desse numero, apenas duas sdo utilizadas como

fungicidas, uma do grupo triazol e outra da classe dos organoclorados. Todas as outras
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substancias sdo utilizadas como inseticidas, os quais estdo divididos em seis classes,
sendo elas: organoclorado (n=20), organofosforado (n=6), piretrdide (n=6), carbamato
(n=2), espinosina (n=1) e neonicotinoide (n=1). Essas sdo as classes de inseticidas mais
consumidas no mundo. Efeitos causados por inseticidas sdo mais estudados, embora a
quantidade de inseticidas utilizados tenha sido superada por herbicidas e fungicidas.
(Kohler; Triebskorn, 2013; Hossain, 2015; Zhang et al., 2018). O uso de fungicidas tem
aumentado continuamente, mas seus efeitos tém recebido menor atencdo quando
comparado aos inseticidas ou herbicidas (Zhang et al., 2018; Zubrod et al., 2019). N&o
foi encontrado nenhum estudo que investigou efeitos ou relatou exposicdo de morcegos
a herbicidas, sendo tal fato de grande relevancia uma vez que o produto mundialmente

mais utilizado € o Glifosato, herbicida da classe das glicinas modificadas.
Inseticidas Organoclorados

Inseticidas organoclorados (OCs) sé@o compostos formados por carbono, hidrogénio e
cloro em sua estrutura. S&do lipofilicos, quimicamente estaveis, persistentes e podem ser
classificados em trés subgrupos conforme sua estrutura quimica, sendo eles:
hexaclorociclohexano ¢ seus isémeros, como, por exemplo, o lindano (y-HCH); os
Ciclodienos, como aldrin, dieldrin, endrin, clordano, heptacloro e endosulfam; e
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) e andlogos, como metoxicloro e dicofol (Maroni et
al, 2000). De modo geral, todos atuam no sistema nervoso central causando
hiperexcitacdo, mas com mecanismos de acdo diferentes. Os compostos do grupo do
DDT interferem nos canais de sodio retardando seu fechamento e provocando um
aumento no periodo de excitabilidade (Vijverberg, et al., 1982; Davies et al., 2007).
Tanto os ciclodienos como o0s hexaclorociclohexanos interagem com receptores do
neurotransmissor &cido gama-aminobutirico (GABA), blogueando sua a¢do inibitoria no

sistema nervoso central (Guiasuddin; Matsumura, 1982; Bloomquist, 1993).

Os OCs foram largamente utilizados na agricultura e controle de insetos vetores de
doencas tropicais entre as decadas 1940 e 1980. Residuos de OCs ja foram encontrados
no solo, agua, neve, ar e em animais de todo planeta, inclusive em regibes remotas, onde
ndo houve uso destes compostos (Ramesh et al., 1992; White; Krynitsky, 1986;
Simonich; Hites, 1995; Bigot et al., 2016; Camenzuli et al., 2016). Devido a elevada
toxicidade, persisténcia e potencial para bioacumulacdo e biomagnificacdo, varios OCs
foram banidos em diversos paises. Atualmente, muitos desses compostos estdo

incluidos na lista de Poluentes Organicos Persistentes (POPs) elaborada na Convencéo
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de Estocolmo. Nesta convencdo, foi firmado um compromisso para eliminagéo e
restricdo de agrotoxicos como dieldrin, aldrin, endrin, clordano, heptacloro, endosulfam,

hexaclorociclohexanos, entre outros (Stockholm Convention, 2018).

Os OCs foram os agrotdxicos que apresentaram maior nimero de citacfes, em 89% dos
trabalhos, que incluem 21 tipos de compostos ou metabdlitos destes, sendo 0s mais
citados: DDTs (DDT, DDE, DDD) (68%), Drines (dieldrin, aldrin, edrin) (48%), HPEs
(heptacloro, heptacloro-epdxido) (28%) CHLs (clordano, oxiclordano) (25%) e HCHs

(hexaclorociclohexano e Lindano) (24%).

O DDT € provavelmente o inseticida mais conhecido e foi amplamente utilizado entre
as décadas de 1940 e 1970. Inicialmente, foi utilizado no controle de vetores de doencas
como tifo e maléria, e posteriormente passou a ser usado na agricultura (IARC, 1974;
Turusov et al., 2002). Em decorréncia da elevada persisténcia e dos impactos ambientais
provocados em populacdes de todos os niveis troficos, esse inseticida comecou a ser
banido a partir da década de 70 e seu uso foi diminuindo continuamente, persistindo em
alguns paises, com uso restrito para o controle de vetores de doengas como malaria,
leishmaniose e dengue (Turusov et al., 2002; Coleman et al., 2015; Viljoen et al., 2016;
Van den Berg et al., 2017).

O dieldrin foi introduzido na década de 50 e também foi muito utilizado na agricultura e
controle de vetores (Maroni et al., 2000). E também produto da epoxidacdo do inseticida
aldrin, o qual é dificilmente é encontrado em quantidades significativas em animais
expostos, uma vez que essa conversdo € rapida (Zitko, 2003). De modo similar, o
heptacloro, apds sofrer epoxidacdo, d& origem ao heptacloro-epdxido (Gannon; Bigger,
1958). A epoxidacdo, tanto do aldrin quanto do heptacloro, pode ocorrer em organismos
e no ambiente (Bann et al., 1956; Gannon; Bigger, 1958; Gannon; Decker, 1958).

O lindano, ou vy-hexaclorociclohexano, ¢ um dos oito isémeros que formam o
hexaclorociclohexano técnico (HCH). E o isdmero que possui propriedade inseticida e
foi um dos OCs mais utilizados apos a segunda guerra (Willett et al., 1998), e embora
tenha sido banido de alguns paises a partir da década de 50, seu uso persistiu até meados
de 2000 (Vijgen et al., 2011).

Do total de artigos encontrados com OCs (n=73), 60 trabalhos relatam exposicdo por
meio da determinacdo de residuos ou por verificacdo de morte apos aplicacdo de DDT

(Benton, 1951; Dalquest, 1951). Alguns poucos estudos experimentais manipulativos
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determinaram dose letal (Clark; Kroll, 1977; Clark et al, 1978; Clark; Prouty, 1984,
Luckens; Davis, 1965) e poucos avaliaram efeitos por meio de parametros metabdlicos,
histopatologicos e genotdxicos (Jefferies, 1972; Thies et al, 1996; Swanepoel et al.,
1999; Brinati et al., 2016).

Piretroides

Os piretréides (Figura 1. 3) sdo inseticidas sintéticos derivados de piretrinas, substancias
encontradas naturalmente em flores do género Chrysanthemum (Katsuda, 1999). As
piretrinas sdo compostos instaveis ao ar e a luz, e por isso seu uso como inseticida na
agricultura foi limitado. Os primeiros piretroides foram desenvolvidos na década de
1940, mas ainda apresentavam fotoinstabilidade e, em 1973 foi desenvolvida a
permetrina, 0 primeiro piretroide com fotoestabilidade adequada para 0 usO na

agricultura em maior escala (Elliot et al., 1973; Soderlund et al., 2002).

Os piretroides se tornaram populares na década de 1980 porque apresentavam acdo
eficaz e amplo espectro contra insetos resistentes aos organofosforados e carbamatos.
Alem disso, piretroides tém menor toxicidade aguda para mamiferos e sofrem
degradacdo mais rapidamente no ambiente que o0s inseticidas anteriores (Katsuda,
1999). Atualmente, estdo entre os inseticidas mais utilizados em todo mundo, sendo
empregados na agricultura, saude publica e ambientes domésticos (Katsuda, 1999;
Zhang etal., 2018).

Estes inseticidas podem ser subdivididos em dois grupos de acordo com a toxicidade e a
estrutura quimica. Os piretrdides do tipo | (aletrina, permetrina, bifentrina entre outros)
ndo possuem o grupo ciano ligado ao carbono a na por¢do alcool do composto,
enquanto os piretroides do grupo Il (fenvalerato, deltametrina, cipermetrina entre
outros) possuem 0 grupo ciano na porcdo alcool (Thatheyus; Selvam, 2013) (Figura 1.
3). De modo geral, s@o inseticidas neurotdxicos, que alteram a voltagem nos canais de
sodio retardando seu fechamento e criando um estado de hiperexcitacdo. Os piretrdides
do tipo I, além de apresentarem esse efeito mais prolongado que os do tipo I, podem se
ligar aos receptores GABA, blogueando os canais de cloro (Forshaw et al, 2000;
Bradberry etal., 2005).
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Figura 1. 3. Estrutura molecular de piretréide do tipo | (permetrina) e dotipo Il (Deltametrina).

Os piretroides sdo absorvidos por via oral e pouco absorvidos pela via dérmica. S&o
considerados seguros por serem metabolizados em compostos menos tdxicos e nao
sofrerem bioacumulacdo, apesar de serem lipofilicos (Soderlund et al, 2002).
Entretanto, residuos de piretrdides ja foram encontrados em tecido adiposo de cachorro
(Andrade et al., 2010), figado de golfinhos (Alonso et al, 2012), peixes (Corcellas et
al, 2015), leite bovino e humano (Corcellas et al, 2012; Bedi et al, 2015). A
persisténcia desses compostos no ambiente varia conforme a estrutura quimica e as
condicbes ambientais, mas de modo geral sdo degradados no solo e sedimento (Meyer
et al., 2013).

Dentre os piretroides mais utilizados, a cipermetrina € o inseticida mais frequentemente
detectado no ambiente e organismos, seguido de permetrina, deltametrina, fenvalerato e
bifentrin (Tang et al, 2018). A exposicdo a estes compostos esta relacionada a
carcinogenicidade (Shukla et al., 2002), genotoxicidade (Chauhan et al., 2007; Sankar et
al, 2010), estresse oxidativo (Kale et al, 1999; Oliveira et al, 2018), alteracdes
endécrinas (Du et al, 2010; Al-Hamdani; Yajurvedi, 2017) e imunoldgicas
(Punareewattana et al., 2001; Wang et al., 2017).

Foram encontrados quatro trabalhos com inseticidas piretrdides em morcegos, sendo
trés deles experimentais manipulativos, que avaliaram efeito e toxicidade de
cipermetrina, deltametrina e permetrina nas espécies Pipistrellus pipistrellus e Artibeus
lituratus (Shore et al, 1991; Rancey; Swift, 1986; Oliveira et al., 2018). Os efeitos
relatados incluem estresse oxidativo no figado e no musculo, além de alteragdes no
metabolismo de carboidrato (Oliveira et al., 2018). O quarto trabalho reporta a presencga
de residuos de bifentrin, lambda-cialotrin, permetrina, cipermetrina e esfenvalerato em

Eptesicus fuscus (Eidels etal., 2013), mas sem mencionar efeitos.
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Organofosforados e Carbamatos

Inseticidas organofosforados (OFs) e carbamatos (CARs) possuem acdo neurotoxica,
atuando como inibidores da enzima acetilcolinesterase (AchE), a qual € responsavel
pela hidrolise da acetilcolina (Ach), um neurotransmissor do sistema colinérgico.
Quando o impulso nervoso atinge a fenda sinaptica, a Ach é liberada na terminagdo
nervosa e conduz a mensagem ao nervo adjacente. A transmissdo do impulso é
interrompida apds a hidrolise do neurotransmissor pela AchE. Sendo assim, com a
inativacdo da AchE, a transmissdo do impulso ndo € interrompida ocorrendo um
acumulo de Ach na fenda sindptica e resultando em superestimulagcdo (Costa, 2018). A
fosforilacdo ou carbamilacdo da AchE, por OFs e CARs respectivamente, resulta em
compostos intermediarios, 0s quais sdo mais estaveis apresentando baixa taxa de
hidrolise e regeneracdo. A hidrélise da AchE carbonilada ¢ mais rapida que a fosforilada
e por isso carbamilacio é considerada um processo reversivel. Por outro lado, a
hidrolise da AchE fosforilada é tdo baixa que a inativacdo da enzima é considerada

irreversivel (Kwong, 2002).

Os OFs se tornaram bastante populares na década de 70, em substituicdo aos OCs que
passaram a ser banidos ou usados com restricdo. Existem mais de 200 agrotoxicos
organofosforados. S&o substancias menos persistentes, porém apresentam maior
toxicidade aguda quando comparados com OCs e ainda hoje sdo bastante utilizados
devido ao baixo custo quando comparados com inseticidas mais novo (DuBois, 1971,
Costa, 2018).

Os CARs por sua vez sdo agrotoxicos derivados do é&cido carbamico. O primeiro
composto utilizado como inseticida foi introduzido no mercado em 1956 com 0 nome
Carbaril. Dentre todos os inseticidas desta classe, este foi o mais utilizado em todo

mundo (Agrawal; Sharma, 2010).

Embora sejam degradados mais facilmente que os OCs, residuos de alguns OFs e CARS
podem se acumular em pequenas concentracdes em tecidos e Orgdos de animais ndo
alvo sendo excretados lentamente, ou podem permanecer por meses no solo e na
vegetacdo (Kwong, 2002; Bondarenko et al., 2004; Roy et al., 2004; Tilak et al., 2004;
Vengayil et al, 2011). Além disso, alguns inseticidas podem ser reaplicados repetidas

vezes em uma mesma area, tornando a exposicdo mais prolongada ou intermitente.
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Nos estudos revisados aqui, foram encontrados seis OFs, sendo eles clorpirifos (N=4),
diazinon (N=2), metil paration (N=2), fentiona (N=1) e acefato (N=1) e apenas um

carbamato, o carbaril (N=2).

Efeitos subletais causados por OFs e CARs descritos para mamiferos incluem
interferéncias no comportamento (Grue et al., 1997; Story; Cox, 2001), na reproducdo
(Grue et al, 1997; Gupta et al, 2017), estresse oxidativo (Agrawal, Sharma, 2010),
alteracbes metabodlicas e enddcrinas (Story; Cox, 2001; Amaral et al, 2012a), no
sistema imunoldgico (Galloway, Handy, 2003; Dhouib et al, 2016) e na
termorregulacdo (Grue et al., 1997; Eidels et al., 2016).

Nesta revisdo, os artigos encontrados envolvendo morcegos e OFs incluem investigacao
de efeitos no metabolismo energético e lesdes hepaticas causados por fentiona em
Artibeus lituratus (Amaral et al, 2012), determinacdo de curva dose-resposta para
efeitos subletais no comportamento e termorregulacdo causados por clorpirifés em
Eptesicus fuscus (Eidels et al., 2016); determinacdo de residuos de clorpirifos, diazinon,
metil paration nas espécies Myotis sodalis, M. septentrionalis (Eidels et al., 2007), E.
fuscus e Lasiurus borealis (Eidels et al., 2013); determinacdo de toxicidade aguda do
acefato em Myotis lucifugus (Clark; Rattner, 1987) e metil paration em M. lucifugus e E.
fuscus (Clark, 1986). Com relacdo aos CARs, foram encontrados apenas dois trabalhos
com o inseticida carbaril, sendo um deles um relato de intoxicacdo de Eidolon helvum
em um zoologico (Seling; Levandowsky, 2017) e outro uma avaliagdo de residuos em L.
borealis nos EUA (Eidels et al., 2013).

Neonicotindides

Os neonicotindides sdo inseticidas de acdo sistémica que atuam como agonistas nos
receptores nicotinicos de acetilcolina no sistema nervoso, gerando excitacdo continua
nas membranas neuronais (Simon-Delso et al., 2015). De modo geral, apresentam maior
toxicidade para insetos do que para vertebrados porque se ligam mais fortemente aos
receptorers nicotinicos de acetilcolina dos insetos (Tomizawa; Casida, 2005). Essa
classe de inseticidas foi introduzida em meados de 1990 e se tornou bastante popular a
partir de 2000 em resposta a0 aumento de resisténcia aos inseticidas ja utilizados e da
maior especificidade dos compostos deste grupo. Atualmente é uma das classes mais

utilizadas em todo mundo (Simon-Delso et al., 2015; Wood; Goulson, 2017).
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Esses inseticidas sdo altamente soliveis em agua e podem ser persistentes em aguas
superficiais, subterrdneas e no solo (Morrissey et al, 2015; Wood; Goulson, 2017).
Embora sua toxicidade seja considerada menos preocupante aos mamiferos, estudos tém
demonstrado alteracbes na memdria espacial (Hsiao et al, 2016), no crescimento e
desenvolvimento, locomocdo (Bhardwaj et al, 2010), inducdo de estresse oxidativo e
inflamacdo no sistema nervoso e figado (Duzguner; Erdogan, 2010), danos genotdxicos
e citotxicos (Karabay, Oguz, 2005; Demsia et al., 2007), além de terem sido

classificados como disruptores endocrinos (Mikoli¢; Karaconji, 2018).

Foi encontrado somente um trabalho que investiga efeitos desta classe de inseticidas em
morcegos, no qual foram observadas alteracbes na memoria espacial de Hipposideros
terasensis, causadas por apoptose em areas do hipocampo, apds exposicdo cronica a
baixas doses de Imidacloprido, um dos neonicotindides mais usados no mundo (Hsiao et
al., 2016).

Espinosinas

Foi encontrado um trabalho classificado como experimental natural que investiga o0s
efeitos do inseticida natural espinosade em Artibeus lituratus (Amaral et al., 2012b). O
principio ativo deste inseticida, pertencente ao grupo das espinosinas, metabdlitos da
bactéria Sacharopolyspora spinosa, atua no sistema nervoso, ativando 0s receptores
nicotinicos e GABA (Salgado,1998a; 1998b). Este inseticida apresenta vantagens em
relacdo aos inseticidas  sintéticos comumente  utilizados, pois tem atividade
relativamente  seletiva, apresenta menor toxicidade, ndo sendo carcinogénico,
mutagénico ou teratogénico para mamiferos, além de ndo ser persistente no ambiente
(Kirst, 2010). Em Amaral e colaboradores (2012), ndo foi observado alteracdo no
metabolismo energético, tendo sido registrado poucas alteracdes histopatologicas no

figado quando utilizado o espinosade nas doses recomendadas pelo fabricante.
Fungicidas

Os fungicidas sdo compostos utilizados para tratar doengas causadas por fungos ou
controlar a infestacdo desses organismos. Até meados de 1940, os fungicidas utilizados
eram compostos inorganicos, tais como sulfato de cobre, cloreto de mercurio,
polissulfeto de célcio, dentre outros. Com a expansdo da industria agroquimica, apds a
Segunda Guerra, teve inicio o desenvolvimento de fungicidas sintéticos e, em 1934, o

primeiro fungicida sintético, um ditiocarbamato, foi introduzido no mercado (Russell,
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2005). Desde entdo, 0 uso desses compostos tem aumentado ao longo dos anos (Zhang
et al,, 2018).

Nesta revisdo, foram encontrados quatro estudos com fungicidas, sendo trés com um
fungicida clorado, o petaclorofenol e um com tebuconazol. Os estudos encontrados com
pentaclorofenol verificaram efeitos em morcegos relacionados ao tratamento de
madeiras, avaliaram letalidade nos animais expostos a diferentes concentracfes e
reportaram exposicdo por meio da determinacdo de residuos em Pipistrellus pipistrellus
e Myotis dascycneme (Leeuwangh, Voilte, 1985, Racey; Swift, 1986, Shore et al.,
1991). O pentaclorofenol é um biocida com agdo em varios organismos, como insetos,
moluscos, plantas e fungos (Seiler, 1991). Residuos de pentaclorofenol foram
encontrados no ar, agua, solo, sedimentos e em organismos (Zheng et al., 2011). Devido
aos potenciais efeitos citotoxico (Dorsey; Tchounwou, 2004; Fernandez-Freire et al.,
2005), desregulador enddcrino (Orton et al, 2009; Guo; Zhou, 2013), genotdxico e
teratogénico (Ateeq et al., 2002; Farah et al., 2003), foi banido ou passou a ser usado

com restricdo em varios paises (Stockholm Convention, 2018).

O tebuconazol € um fungicida do grupo triazol, que atua inibindo a enzima lanosterol 14
a-demetilase, cuja funcdo estd relacionada a producdo de ergosterol em fungos e
leveduras (Kwok; Loeffler, 1993). Entretanto, esse composto também tem acdo em
vertebrados, nos quais compromete a sintese e metabolismo de esteroides ao inibir a
enzima aromatase (Vingaard et al, 2000; Sanderson et al., 2002). Sendo assim, 0
tebuconazol é um desregulador enddcrino, que compromete a espermatogénese, a
fertilidade masculina e desenvolvimento (Taxvig et al, 2007; Joshi et al, 2016;
Machado-Neves, 2018; Yang et al, 2018). Além disso, pode provocar alteraces
neurocomportamentais (Moser et al., 2001) e induzir estresse oxidativo (Yang et al.,
2018). O Unico trabalho com tebuconazol reportou lesdes histomorfométricas em

testiculos e epididimos de A. lituratus expostos ao fungicida (Machado-Neves, 2018).

Fungicidas de outros grupos quimicos, como por exemplo, carbendazim, prochloraz,
vinclozolim, procimidona dentre outros, também s&o classificados como desreguladores
endocrinos (Lu et al., 2004; Gray Jr. et al., 2006), além de estarem relacionados a
alteracBes no sistema imune, danos genotdxicos e desencadear apoptose (Calviello et
al., 2006; Jiang et al., 2015). De modo geral, os fungicidas sdo lipofilicos e, assim como
os demais agrotoxicos, podem se dispersar e permanecer no ambiente (Singh; Dureja,
2000; Battaglin et al, 2010; Zubrod et al, 2019). No entanto, os -efeitos
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ecotoxicologicos deste grupo de agrotdxicos tém recebido menos atencdo quando
comparado com inseticidas e herbicidas, de modo que o0 comportamento dessas
substancias nos ecossistemas, bem como seus efeitos na biota aquatica e terrestre, ainda
sdo pouco compreendidos (Fenner et al., 2013; Zubrod et al., 2019).

Outras substancias

Foram encontrados dois trabalhos que relatam intoxicacBes que ndo foram incluidas nas
analises por estarem fora do escopo desta revisdo. Um deles relata intoxicacdo em
Cynopterus brachyotis, apo6s tratamento profilatico com ivermectina (DeMarco et al.,
2002), e o outro relata mortalidade de morcegos da espécie Mystacina tuberculata
causada por rodenticida durante a execucdo de um programa de controle de roedores na
Nova Zelandia (Dennis; Gartrell, 2015).

Efeitos

A maior parte dos estudos sdo observacionais e, embora 0 numero de estudos
classificados como experimental natural ou experimental manipulativo  sejam
equivalentes, ha pouca informacdo disponivel para avaliar os efeitos causados por
agrotoxicos em populacbes de morcegos, mostrando, portanto, uma lacuna na

investigacdo cientifica.

Morcegos podem ser afetados por agrotdxicos direta ou indiretamente. Dos artigos
encontrados nesta revisdo, a maioria sdo estudos qualitativos que reportam casos de
intoxicacdo ou estudos que avaliam toxicidade de algum composto. Poucos trabalhos
fazem um diagndstico das populagcbes de vida livre. De modo geral, h& pouca
informacdo disponivel para avaliar os danos de agrotoxicos em populagdes de
morcegos, dificultando a interpretacdo sobre o efeito relacionado a perda dos servigcos
ecossistémicos promovidos por este grupo de mamiferos. No entanto, assim como tem
ocorrido na ecotoxicologia de animais silvestres, os estudos tém focado nos efeitos
subletais em processos fisiologicos, sucesso reprodutivo e fitness causados por
exposicoes cronicas (Kendall, 2016).

Alguns agrotoxicos podem causar perda de coordenacdo e deixar os animais debilitados,
comprometendo 0 voo e a capacidade de orientacdo. Esses efeitos, embora ndo causem

a morte dos individuos, podem dificutar o forrageio e deixa-los mais wvulneraveis a
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predacdo ou aumentar o risco de quedas (Clark; Rattner, 1987; Clark; Shore, 2001;
Eidels et al., 2007; Hsiao et al., 2016).

Estudos tém demonstrado alteracbes no metabolismo energético dos morcegos
(Swanepoel et al., 1999; Amaral et al., 2012a; 2012b; Brinati et al., 2016; Oliveira et al.,
2018). Essas alteracOes podem ter consequéncias graves considerando as complexidades
metabdlicas dos morcegos, como metabolismo elevado, pequena reserva energética e
aumento da frequéncia de periodos de torpor e hibernacdo (Geiser; Stawski, 2011;
Stawski et al, 2014). Embora o torpor seja observado em familias de morcegos
tropicais e subtropicais, a hibernacdo ainda é pouco documentada (Geiser; Stawski,
2011; Stawski et al., 2014)

O aumento do gasto energético pode significar maior tempo de forrageio e,
consequentemente, maior exposicdo aos predadores, aléem de menor aporte energético
para reproducédo, termorregulacdo ou hibernacdo (Swanepoel et al, 1999; O’Shea et al.,
2002).

A metabolizacdo de agrotoxicos pode aumentar a formacdo de espécies reativas de
oxigénio e induzir o estresse oxidativo (Banerjee et al., 2001). Efeitos na capacidade
antioxidativa de morcegos também tem sido avaliada. Aparentemente, esses animais S&0
mais resistentes ao estresse oxidativo, especialmente morcegos frugivoros, os quais,
potencialmente, ingerem maior quantidade de antioxidantes em sua dieta (Wilhelm
Filho et al., 2007; Salmon et al., 2009; Schneeberger et al., 2014). Entretanto, mesmo
apresentando maior resisténcia, 0s morcegos frugivoros expostos a doses pequenas de
agrotoxicos, seguindo as recomendacdes de fabricantes, apresentaram dano oxidativo no
figado e musculo (Oliveira et al., 2017, 2018).

Interferéncias na atividade reprodutiva de morcegos ainda sdo pouco estudadas. Varios
agrotoxicos sdo classificados como desreguladores endocrinos, com potencial de
comprometimento da atividade reprodutiva (Mckinlay et al., 2008; Hayes et al., 2010;
Machado-Neves et al., 2018). O sucesso reprodutivo também pode ser impactado pela
transferéncia de residuos de agrotdxicos através da placenta ou leite (Clark; Lamont,
1976a, 1976b; Thies; McBee, 1994), uma vez que filhotes podem ser mais sensiveis que
adultos (Kunz et al., 1977). Além disso, a exposicdo precoce a esses contaminantes esta
relacionada a malformacdes e problemas no desenvolvimento (Campbell et al, 1997;
Greulich; Pflugmacher, 2003). A diminuicdo do sucesso reprodutivo em populagcdes de
morcegos € preocupante, considerando a baixa capacidade reprodutiva desses animais, 0
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que significa a possibilidade de um declinio rapido e recuperacdo lenta da populacédo
(Jones et al., 2009).

Assim como outros poluentes, 0s agrotoxicos provocam efeitos imunotoxicos (Kannan
et al, 2010; Galloway; Handy, 2003; Wang et al., 2017), e a exposi¢do cronica a esses
compostos tem sido relacionada ao aumento da suscetibilidade a doencas em Varios
grupos animais (Albert et al., 2007; Mason et al., 2014). Porém, informacfes sobre

esses efeitos no sistema imune de morcegos ainda séo escassas.

Efeitos genotoxicos e mutagénicos causados por agrotoxicos sao frequentemente
investigados utilizando os testes cometa e microntcleo (Bull et al., 2006; Bolognesi et
al, 2011). Em morcegos, esses testes ja foram utilizados para avaliar danos no DNA,
mas poucos trabalhos relacionados com agrotdxicos (Thies et al., 1996; Meehan, et al.,
2004; Naidoo et al., 2015; Benvindo-Souza et al., 2019).

Morcegos também podem ser afetados indiretamente pelo uso de agrotdxicos em
resposta as mudancas na abundancia e diversidade de presas (Wickramasinghe, 2004;
Long; Kurta, 2014), além das alteraces na paisagem e qualidade do habitat decorrentes
da agricultura intensiva (Wickramasinghe, 2003). Morcegos tém sido considerados
potenciais bioindicadores porque fornecem respostas aplicaveis a outros taxons,
possuem habitos alimentares diversificados sendo, portanto, considerados em diferentes
grupos funcionais alimentares, relativa estabilidade taxondmica e ampla distribuicdo
(Jones et al, 2009). No entanto, o conhecimento disponivel sobre suas respostas a
contaminacdo ambiental ainda € insuficiente para 0 wuso deste grupo como

bioindicadores.

Consideragdes Finais

Pesquisas envolvendo morcegos e agrotoxicos estdo sendo feitas hd mais de 60 anos,
entretanto, o conhecimento sobre os efeitos de agrotdxicos em morcegos ainda €
insuficiente para uma avaliacdo de risco das populagdes de morcegos ou seu USO COMO
bioindicadores.  Essas  pesquisas estdo  concentradas no  hemisfério  norte,
predominantemente nos EUA. A maioria das informacfes obtidas diz respeito a guilda
dos insetivoros, enquanto hd pouca informacdo referente aos morcegos frugivoros,

nectarivoros, carnivoros e hemat6fagos. Durante todo o periodo analisado, os inseticidas

47



organoclorados foram os mais frequentes nos estudos. O numero de pesquisas que
avaliam os efeitos em morcegos ndo acompanhou o aumento do numero de ingredientes

ativos utilizados.

Pesquisas futuras devem investigar efeitos, principalmente aqueles causados pela
exposicdo cronica, que possam colocar em risco a viabilidade das populagdes em longo
prazo, bem como dos servicos ambientais prestados por esses animais. Para uma
avaliagdo mais precisa, € necessario investigar como morcegos de outras guildas
alimentares respondem a exposicdo aos agrotoxicos. Por fim, é preciso dar atencdo as
populagdes naturais expostas a misturas de agrotoxicos entre outros contaminantes, nas
quais os efeitos podem ser ainda mais graves, mas que, no entanto, permanecem

desconhecidos.
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CAPITULO 2

OTIMIZACAO E VALIDACAO DE UM METODO EMPREGANDO MICRO-QUECHERS PARA
DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM MUSCULO DE MORCEGOS POR
CROMATOGRAFIA GASOSAACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

1. INTRODUCAO

A contaminacdo ambiental por agrotoxicos tem causado impactos diretos e indiretos nos
ecossistemas (Kohler; Triebskorn, 2013). Ha registros de diminuicdo da biodiversidade
(Geiger et al., 2010; Beketov et al., 2013) e declinios populacionais de alguns animais,
como morcegos (Clark et al, 1988; Mitchell-Jones et al, 1989; Clark, 2001), aves
(Mineau; Whiteside, 2013) e anfibios (Sparling et al., 2001; Davidson, 2004).

A exposicdo de animais a agrotoxicos pode ser avaliada por meio da determinacdo de
residuos bioacumulados em tecidos, que usualmente é feita por técnicas cromatograficas
associadas a analisadores de massas que permitem a separacdo e deteccdo de
componentes de uma mistura com alta sensibilidade analitica (Alder et al, 2006;
Lehotay et al., 2008). Devido a natureza complexa das amostras e a presenca de
agrotoxicos em baixa concentracdo (residuos), € obrigatoria a execucdo de uma etapa
prévia de preparo da amostra, na qual € feita a extracdo e concentracdo dos analitos de

interesse, além da remocdo de possiveis interferentes (Hercegova et al., 2007).

O método de extracdo QUEChERS (acronimo de Quick, Easy, Effective, Cheap, Rugged
and Sawve) foi desenvolvido para ser um metodo multirresiduo simples e passivel de ser
executado em qualquer laboratorio, ndo havendo a necessidade de equipamentos
sofisticados (Anastassiades et al., 2003). O método foi proposto para extragdo de
residuos de agrotoxicos em matrizes vegetais, mas, por sua simplicidade e eficiéncia, foi
difundido e otimizado para uso em outros tipos de matrizes, como tecidos animais
(Sartaelli et al., 2012; Brandhonneur et al., 2015), leite (Jeong et al., 2012; Luzardo et
al., 2013), mel (Sampaio et al, 2012; Tette et al., 2016), agua (Brondi et al., 2011;
Cerqueira et al., 2014), solo (Asenio-Ramos et al.,, 2010; Braganca et al., 2012), dentre

outros.

O QUECHERS original requer 10 g de amostra (Anastassiades et al., 2003), uma

quantidade nem sempre disponivel quando se trata de amostras pequenas. Neste sentido,
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a miniaturizacdo do QUEChERS é uma alternativa para a realizacdo da analise em
amostras com essa limitacdo (Brandhonneur et al., 2015; Stockelhuber et al., 2017
Jesls et al, 2018). Além disso, 0 método miniaturizado utiliza menor quantidade de
reagentes e solventes, sendo relativamente mais barato e gerando menor impacto na

saude dos executores e no meio ambiente (Gatuska etal., 2013).

Morcegos (Microchiroptera) sdo animais de pequeno porte e com grande variedade de
h&bitos alimentares, o que o0s tornam importantes agentes na manutencdo de
ecossistemas, por meio da dispersdo de sementes, polinizacdo e controle de populacdes
de insetos e pequenos vertebrados (Kunz et al, 2011). Os primeiros relatos de
mortalidade de morcegos relacionados a agrotoxicos foram publicados no inicio da
década de 1950 (Benton, 1951; Dalquest, 1951). Posteriormente, outros trabalhos, por
meio da determinacdo de residuos, relataram a exposicdo de morcegos a agrotdxicos,
avaliaram efeitos e determinaram doses e concentragdes letais, principalmente de
organoclorados conforme apresentado no Capitulo 1. Nos ultimos anos tem havido um
interesse maior em avaliar efeitos relacionados a exposicdo crénica a essas substancias,
no entanto, avaliacbes de populacdes naturais ainda sdo escassas (Stechert et al.,, 2014;
Valdespino; Sosa, 2017).

A determinacdo de residuos de agrotdxicos em espécies de morcegos de menor porte
pode ser um desafio considerando a pequena massa corporal desses animais, que podem
pesar menos que 10 g (Altringham, 2011). Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi
descrever a otimizacdo e validacdo de um QUEChERS miniaturizado para analise
multirresiduos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

utilizando aproximadamente 250 mg de tecido muscular de morcegos.

2. Materiais e Métodos

2.1 Padrdes e Reagentes

Todos o0s reagentes utilizados foram grau analitico para HPLC: acetonitrila (JTBaker,
México), acetato de etila (JTBaker, México), hexano (Merck, Alemanha), amina
primaria e secundaria (PSA) (Agilent, USA), octadecilsilano (C18) (Agilent, USA),
sulfato de magnésio (Sigma-Aldrich, USA), acetona (Scharlau, Espanha). A 4agua
ultrapura foi obtida pelo sistema de purificacdo direct Q UV3 Milipore (Merck,
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Alemanha). Para os padrdes de agrotoxico foi utilizado uma solucdo estoque de um mix
de agrotoxicos cedidos pela Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) contendo 69 agrotoxicos
(Tabela 2. 1).

2.2 Equipamentos

Todos os equipamentos foram de precisdo, sendo utilizado Balanga analitica Ohaus
modelo Explorer D = 0,1 mg, Centriffuga Fanem Excelsa Baby 1, Centrifuga modelo
2K15 Sigma, Agitador vortex marca lka MS3 digital.

2.3 Coleta de morcegos

Duas éareas com diferentes pressbes antrdpicas foram escolhidas para a coleta dos
morcegos, Uberaba (19°45°43’S e 48°06°05°°W), caracterizada por intensa atividade
agropecudria (Seapa, 2018), e uma Unidade de Conservacdo, o Parque Nacional
(PARNA) da Serra do Cipé (ICMBio, 2009). As coletas foram realizadas em 2018 e
2019 com o uso de redes-de-neblina de 10 a 12 metros de comprimento, as quais foram
abertas ao anoitecer em trilhas, fragmentos de mata e nas proximidades de abrigos
diurnos. As redes permaneceram abertas por aproximadamente quatro horas (18:00 as
22:00 horas) tendo sido vistoriadas em intervalos de 20 a 30 minutos. Procedimentos de
captura foram conduzidos conforme recomendacbes da American Society of
Mammalogists (Sikes et al,, 2016). Ao todo foram coletados 148 morcegos, sendo 78
em Uberaba e 70 no PARNA. Os animais foram acondicionados em sacos de pano
individuais até a realizacdo da eutanasia. Para a eutanasia, os animais foram colocados
em um saco plastico com algoddo embebido de Isoflurano para inducdo da perda de
consciéncia, e posteriormente foi aplicada injecdo intraperitoneal de anestésico
Cloridrato de Cetamina e entdo armazenados em freezer -20 °C até a realizacdo das

analises.

O delineamento deste trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo CEUA 166/2017) e pelo Instituto
Chico Mendes de Conservagéo e Biodiversidade (ICMBio - N° 57026-1).
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2.5 Preparo de amostra

A escolha dos tecidos para andlise de residuos foi feita considerando os estudos prévios
que demonstraram que residuos de agrotdxicos e outros xenobidticos podem ser
encontrados em maiores concentracfes no figado e nos tecidos adiposo e muscular
(Jefferies, 1972; Covaci et al, 2004; Barbieri et al, 2019). A escolha do tecido
muscular como matriz se deu por ser o tecido mais abundante, ja que o tecido adiposo
de morcegos é relativamente escasso (McNab, 1976; Freitas et al., 2006) e a quantidade
de figado € insuficiente para as analises, principalmente se tratando de espécies de
menor porte. Fragmentos de tecido adiposo e figado de alguns morcegos de maior porte
foram retirados a fim de realizar andlises comparativas entre os diferentes tipos de
tecidos.

Para o preparo da amostra foi feita uma adaptacdo do QUEChERS miniaturizado
descrito por Brandhonneur e colaboradores (2015). Os espécimes foram descongelados
e fragmentos de misculo peitoral (250 mg) foram retirados e posteriormente,
desidratados e homogeneizados com 400 mg de MgSO,. Em cada amostra foi
adicionado acetonitrila (1,4 ml), hexano (200 ) e Azoxistrobina (1,2 ng/mL) como
padrdo para controle do processo. As amostras foram agitadas no vortex por 5 min a
2200 rpm e posteriormente transferidas para freezer a -20 °C por 30 min. As amostras
foram centrifugadas por 20 min a 5000 rpm. Em seguida foi retirado 800 Wl da fase
organica e colocado em tubo tipo Eppendorf contendo 100 mg de MgSQO4, 50 mg de
amina primaria e secundaria (PSA) e 50 mg de Cig. Ap0s agitacdo de 1 min no virtex a
2200 rpm, as amostras foram colocadas no agitador por 10 min em temperatura
ambiente antes de serem centrifugadas por 12 minutos a 12000 rpm e 10 °C. Foi retirado
150 pl da fase organica e colocado em vial com insert para evaporacdo do solvente em
temperatura ambiente. As amostras foram ressuspendidas com 75 pl de acetona,
agitadas no vortex por 30 segundos a 2200 rpm e 8 W da solucdo foram injetados no
CG-EM (Figura 2.1).
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250 mg de amostra

|
400 mg de MgSO4
I
1.4 mL de ACN + 200 uL hexano
[

Agitar no vortex por 5
I

Colocar a amostra em freezer -20 °C
por 30 min

I
Centrifugar por 20 minutos

(5.000 rpm)
I

800 uL de ACN + 100 mg MgSOy4 +
50 mg PSA + 50 mg Cis

Agitar no vortex por 1 minuto
I

10 min em temp. ambiente em agitagcao

Centrifugar por 12 min (12.000 rpm)
aloe°C

Transferir 150 uL da fase orgénica
para insert

I
Secar em temp. ambiente

I

Ressuspender com 75 uL de acetona
(agitar no vortex)

[
Injetar no CG-EM

Figura 2. 1. Fluxograma do micro-QUEChERS para analise de agrotéxicos por CG-EM em misculo de

morcego.
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2.6 Otimizacdo do QUEChERS modificado

Foram comparados dois métodos de extracdo, um utilizando 1000 mg (método A) e
outro utilizando 250 g de tecido muscular de morcegos. Os métodos sdo descritos

abaixo:
Método A

O método A foi baseado no QUECheRS modificado descrito por Oliveira e
colaboradores (2015). Para extracdo, foi utilizada uma mistura de &gua, acetonitrila e
acetato de etila. Apds adicdo de sulfato de magnésio e acetato de sddio, as amostras
foram colocadas em freezer -20 °C por uma noite. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas, sendo adicionado ao extrato sulfato de magnésio, PSA e Cig. Apols
agitacdo em temperatura ambiente e centrifugacdo, as amostras estavam prontas para

serem injetadas no CG-MS (Figura 2.2).
Método B

O método B foi baseado no QUECheRS miniaturizado proposto por Brandhonneur e
colaboradores (2015). A extracdo foi feita utilizando sulfato de magnésio e solucdo de
acetonitrila e hexano. Apds agitacdo no vortex, as amostras foram colocadas em freezer
-20 °C por 30 minutos. Posteriormente foram centrifugadas e a fase organica foi
adicionado a mistura de sulfato de magnésio, PSA e Cig. Apds agitacdo em temperatura
ambiente e centrifugacdo, as amostras foram secas em temperatura ambiente por uma
noite. As amostras foram ressuspendidas com acetona para entdo serem injetadas no
CG-MS. Este foi o método que apresentou o melhor resultado porque apresentou
cromatograma mais limpo, menor linha de base e picos mais bem definidos. Os

procedimentos de ambos os métodos estdo ilustrados na Figura 2.2.
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’ 1000 mg de amostra ‘
| g

|
‘ Homogeneizar com 3,6 mL de agua ‘ ’ 400 mg de MgSO4 |

[
5 mL de acetonitrila + 2,14 mL de

acetato de etila - -
I | Agitar no vortex por 5 |
I

I
| 1.4 mL de ACN + 200 puL hexano ‘

‘ Agitar no vortex por | minuto ‘
[

Colocar a amostra em freezer -20 °C

por 30 min
Adicionar 2,86 mg MgSO4+ 0,71 mg de I
acetato de sodio Centrifugar por 20 minutos
i (5.000 rpm)

’ Agitar no vértex por 1 minuto ‘ I
I 800 uL de ACN + 100 mg MgSO4 +
‘ Centrifugar por 11 minutos (4.000 rpm) ‘ S0 mg PSA +50 mg Cis
I I
Colocar a amostra em freezer -20 °C | AgHarno'vorex pot L minuto |
por 1 noite
I
‘ Centrifugar por 5 minutos (4.000 rpm) a -5 °C ‘

‘ 10 min em temp. ambiente em agitag¢do ‘
I

Centrifugar por 12 min (12.000 rpm)
' alo°c
Transferir 1 ml da fase organica + 150 mg MgSO4 I
+30 mg PSA + 30 mg Cys Transferir 150 uL da fase organica
I para :nsel't
‘ Secar em temp. ambiente ‘

Agitar no vortex por 1 minuto

| Centrifugar por 12 min (9.000 rpm) I

[

I

Injetar no CG-EM

Ressuspender com 75 uL de acetona
(agitar no vortex)

Injetar no CG-EM

Método A Método B

Figura 2.2. Fluxograma dos Métodos A e B.

Apobs a definicdo do melhor método de extracdo, o fragmento de musculo de morcego
foi fortificado com solucdo estoque de agrotoxicos e extraido, como descrito
anteriormente, para determinacdo tempo de retencdo e ions filhos para montagem do
modo SIM (Figura 2.3 e Figura 2.4).

A acetonitrila € um dos solventes mais comumente utilizados em extracdes porque
permite extracdo de grande numero de agrotoxicos e minimiza a extracdo de lipidios,
carboidratos e proteinas presentes na matriz (Lehotay et al, 2001). Os lipidios séo
compostos que merecem maior atencdo porque, além de comprometerem a qualidade
dos resultados, em longo prazo podem se depositar no sistema de injecdo ou coluna
cromatografica, prejudicando o sistema cromatografico (Hajslova; Zrostlikova, 2003).
O hexano adicionado a extracdo auxilia na remocdo de compostos lipofilicos, ja que
estes sdo menos soliveis em acetonitrila (Przybylski; Segard, 2009). Os sais secantes,
como sulfato de magnésio (MgSQ,) e sulfato de sddio (Na,SO,4), atuam na remocdo de

agua residual da solucdo e faciltam a remocdo de componentes polares da matriz
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(Lehotay, 2000; Lehotay et al., 2001; Anastassiades et al., 2003). O MgSO,4 tem sido
preferido porque tem maior poder secante que o Na,SO,4 (Lehotay et al, 2001). Além
disso, o calor liberado na reacdo quimica de hidratacdo do MgSO4 pode contribuir para

a extracdo de agrotdxicos (Anastassiades et al., 2003).

Os sorventes PSA e octadecilsilano (C1g) proporcionam limpeza dos extratos mediante
remocdo de interferentes coextraidos da matriz (Anastassiades et al., 2003; Lehotay et
al., 2010; Georgakopoulos et al.,, 2011). O PSA é uma amina primaria e secundaria com
estrutura bidentada que confere efeito quelante capaz de reter &cidos graxos livres,
carboidrato e outros compostos polares que podem estar presentes na matriz
(Anastassiades et al., 2003). O Cyg é importante para a remocdo de acidos graxos e
outros componentes apolares (Georgakopoulos et al., 2011). Tais sorventes
proporcionam 6timos resultados na limpeza dos extratos, no entanto o elevado custo

pode ser um fator limitante.

2.7 Controle do processo

O fungicida azoxistrobina foi escolhido para controlar o processo de extracdo (padrdo
lote G128076, Dr. Ehrenstorfer, Alemanha; concentracdo 1016 ng/pL; solucdo estoque
(SE) 1,00 ng/L), porque dentre os padrGes de agrotoxicos disponiveis esse era 0 que
tinha menor probabilidade de estar presente nas amostras (Ibama, 2017; Sisagua, 2019).
A curva de calibragdo para azoxistrobina (1,2 ng/mL) foi montada nas concentracOes
0,02; 0,06; 0,10; 0,16 e 0,20 ng/pL. Foi preparada uma solugdo de uso (30 pL SE/25
mL de acetonitrila) e todas as amostras, incluindo os brancos, foram fortificadas com
440 pL de azoxistrobina. A extracdo foi considerada adequada quando a taxa de

recuperacdo da azoxistrobina variou entre 80 e 110% (Brasil, 2003).

2.8 CondicGes Cromatograficas

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo a gas (modelo 7890A) acoplado ao
espectrometro de massas quadrupolo (modelo 5975C) com amostrador automatico
(modelo Sampler 80), todos da Agilent Technologies. A separacdo cromatografica foi
realizada em uma coluna capilar DB-5 (30m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um; Agilent
Technologies, USA), utilizando o hélio (99,999%, Air Products, Brasil) como gas de

arraste com fluxo a 1,2 mL.mint. As condices cromatograficas utilizadas foram:
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temperatura do injetor a 250 °C e volume de injecdo de 8 Wl em modo splitless; rampa
de temperatura da coluna foi iniciada em 60 °C, seguida de 3 rampas com taxa de
aquecimento 20 °C/min até 160 °C; seguido uma taxa de 5 °C/min até 255 °C; e
posteriormente 20 °C/min até temperatura final de 280 °C onde permaneceu por 7 min.
O tempo de pés-corrida foi de 2 min a 280 °C com fluxo de hélio a 2,6 mL.min™.
Tempo total de corrida foi 32,25 min. Entre as injecdes, a seringa foi lavada trés vezes
com acetona:dgua (11 viv) e trés vezes com acetonitrila. As condicOes analiticas
utilizadas para o espectrometro de massas foram: voltagem de ionizacdo por impacto de
70 eV; temperatura da fonte de ionizacdo a 230 °C; temperatura do quadrupolo a 150

°C; e temperatura de interface a 300 °C.

O software usado para aquisicdo dos dados foi 0 MSD ChemStation. A aquisicdo dos
dados foi iniciada no tempo de 3,5 min, no modo full scan com faixa de massa analisada
entre 50 e 450 m/z e no modo SIM (Selective lon Monitoring) com tempos de retencdo
e ions monitorados conforme Tabela 2. 1. A confirmacdo dos analitos foi realizada
confrontando os resultados obtidos com o banco de dados da biblioteca NIST (National
Institute of Standards and Technology). Para a identificacdo dos analitos foi utilizado o

modo SIM e os ions monitorados sdo apresentados na Tabela 2. 1.

Tabela 2. 1. Agrotoxicos utilizados na analise cromatografica com as respectivas
formulas e pesos moleculares, tempos de retencdo (TR) e ions monitorados (m/z).

Agrotdxico Formula Molecular moFigcfSIar TR (Ir?:}z% (I&r;j (Ir?]r}g
Alacloro C14H20CINO, 269,77 12,63 269,00 183,00 160,00
Aldrim C1,HsClg 364,91 13,95 29290 262,90 79,00
Azoxistrobina C,,H17N505 344,00 29,64 403,10 388,10 344,00
Bifentrina Ca3H,,CIF;0, 422,868 2198 422,10 181,00 186,00
Bromofos Metil CgHgBrClL,O;3PS 365,996 1461 330,80 21280 124,80
Bromopropilato Ci7H6Br,04 428,12 21,93 42780 340,80 182,80
Captana CyHsCELNO,S 300,589 1557 26380 14890 78,90
Carbofenotiona C11H16CIO,PS; 342,865 19,72 34190 156,90 96,90
Ciflutrina C2,H13CLFNO; 434,288 26,14 43300 226,00 162,00
Cipermetrina C,,H14CLNO; 415,07 26,45 315,10 181,00 162,90
Clorfenapir Ci5H,,BrCIF;N,O 407 61 17,99 40790 247,00 58,90
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Clorotalonil
Clorpirifos Metilico
Clortiofos

DDD 24

DDE 4,4

DDT 24

Dicofol

Dieldrim
Endossulfam |
Endossulfam 11
Endossulfam sulfato
Endrim

Fenarimol
Fenitrotiona
Fenpropatrina
Fenvarelato
Folpete

Fosalone
Heptacloro
Heptacloro epoxido
a-HCH

B-HCH

y-HCH

c-HCH
Lamda-cialotrina
Metoxiclor

Mirex

Ovex

Oxifluorfem

Paration Metil

CsCLN,
C;H;CLNO;PS
C11H1sCLOsPS,
C14H10Cly
C14HsCly
C14HoCls
C14HoCEO
C12HsClO
CoHsClO3S
CoHsClO3S
CoHsClO,4S
C12HsClO
C17H12.CLN,O
CoH12,NOsPS
C22H23NO;
C25H22CINO;
CoH,CLNO,S
C12H1sCINO,PS,
C1oHsCl,
C1oHsCEO
CeHsCls
CsHsCls

CsCls

CesHsCls
C23H19CIFsNOs
C16H15CI302
C10Ch,
C12HsCLO5S
C15H11CIFsNO,
CsH1oNOsPS

265.911
320,90
361,245
320,041
318,025
354,486
370,486
377,87
403,82
403,82
419,81
380,91
330,03
277,02
349,4229
419,900
296,558
366,99
369,82
389,317
290,83
290,83
284.782
290,83
449,10
344,01
539,63
303,161
361,700
263,00

11,12
12,38
18,93
17,54
16,18
18,84
14,39
17,41
16,49
18,22
19,86
18,11
24,02
13,39
22,28
28,05
15,77
23,02
12,82
15,25
9,71

10,42
10,63
11,47
23,89
22,12
23,60
16,93
17,67
12,59

265,80
285,80
359,90
234,90
317,80
353,80
249,90
379,80
240,80
407,70
421,80
379,90
330,00
276,90
349,10
419,10
294,00
366,90
371,80
387,80
353,70
253,80
253,80
253,70
449,10
344,00
331,70
301,90
361,00
262,90

228,90
124,90
268,80
198,90
245,90
234,80
138,90
276,80
206,90
268,80
386,80
262,80
218,90
260,00
181,00
167,00
103,90
181,90
271,80
352,90
218,80
218,80
218,80
218,80
209,00
227,00
271,60
174,90
299,90
124,90

193,90
78,90

96,80

165,00
176,00
198,80
110,90
251,90
194,80
170,00
236,80
80,90

138,90
124,90
97,00

124,90
75,80

120,90
99,90

80,90

180,80
180,80
180,80
180,80
181,00
152,00
236,70
110,90
252,00
108,90
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Permetrina
Procimidona
Profenofos
Protiofds
Quintozene
Tetradifona
Trifluralina

Vinclozolina

C21H2CLO;
C14H1:.CLNO,
C11H1sBrCIO;PS
C1:H1sCLOLPS,
CsCENO,
C1,H6Cl140,S
Ci3H16F3N50,
C12HsCLNO;

390,08
296,149
371,94
345,245
295.335
353,88
335,2790
286.111

25,27
15,69
17,23
17,04
10,48
22,81
9,15

12,52

207,00
282,90
373,90
308,90
294,80
355,80
306,00
284,90

183,00
254,90
338,90
266,90
264,60
239,10
290,00
211,90

162,90
96,00

138,90
112,80
236,70
98,00

263,90
197,90

2.8 Otimizacdo das condi¢des cromatograficas

Foi utilizada uma solucdo estoque (SE) de padrdes contendo 69 agrotdxicos cedida pela

Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED). O preparo da solucdo a ser injetada no CG-EM foi

de 1000 pL da solucdo estoque em acetonitrila:acetato de etila (7:3 v/v). A concentragdo

final de cada agrotoxico esta descrita na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Concentragdo da solugéo estoque (SE) e concentragdo da solucdo final dos
padrbes dos agrotoxicos utilizados na analise cromatografica.

Agrotdxico Concentracao SE (ng/pL) Concentracao final (ng/pL)
Alacloro 1,00 0,200
Aldrim 1,00 0,200
Azoxistrobina 1,00 2,00
Bifentrina 1,00 0,200
Bromofos Metil 1,00 0,200
Bromopropilato 1,00 0,201
Captana 2,01 0,402
Carbofenotiona 1,00 0,200
Ciflutrina 2,01 0,401
Cipermetrina 1,00 0,200
Clorfenapir 0,50 0,100
Clorotalonil 1,00 0,200
Clorpirifos Metilico 0,50 0,100
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Clortiofos
DDD 24
DDE 44

DDT 24
Dicofol
Dieldrim
Endossulfam |
Endossulfam 11
Endossulfam sulfato
Endrim
Esfenvarelato
Fenarimol
Fenitrotiona
Fenpropatrina
Folpete
Fosalone
Heptacloro

Heptacloro epodxido

a- hexaclorociclohexano
B- hexaclorociclohexano
y- hexaclorociclohexano

o-hexaclorociclohexano

Lamda-cialotrina
Metoxiclor
Mirex

Ovex
Oxifluorfem
Paration Metil
Permetrina

Procimidona

1,01
0,50
0,50
0,50
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
2,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,01
1,00
0,50
1,00
2,00
2,00
1,01
1,00

0,201
0,100
0,100
0,100
0,200
0,200
0,200
0,200
0,200
0,201
0,200
0,200
0,200
0,200
0,400
0,200
0,200
0,200
0,200
0,200
0,200
0,200
0,201
0,200
0,100
0,200
0,400
0,400
0,201
0,200
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Profenofés 2,00 0,401

Protiofos 2,00 0,400
Quintozene 0,50 0,100
Tetradifona 2,00 0,401
Trifluralina 1,00 0,200
Vinclozolina 1,00 0,200

Para a otimizacdo das condicdes cromatograficas foram testadas metodologias descritas
na literatura e utilizadas no Laboratério Nacional Agropecuario de Minas Gerais
(LANAGRO). As temperaturas de forno dos métodos utilizados estdo descritas nas
Tabela 2.3 — 2.6. O volume de injecdo inicial foi de 1 pL de padrBes de agrotdxicos em
acetonitrila:acetato em modo splitless, com temperatura do injetor a 250 °C e gas de
arraste variando entre 1,0 e 1,2 mL/min. A coluna capilar DB-5 e a temperatura de fonte
230 °C.

Tabela 2.3. Programacdo do Método 1 com as taxas de aquecimento, temperaturas de
forno, os tempos de rampa e o tempo total de corrida (adaptado de LANAGRO, 2017).

Taxa de aquecimento  Temperatura Tempo (min)  Tempo de

(°C/min) (°C) corrida (min)
Inicial 80 0 0
Rampa 1 20 160 0 4
Rampa 2 5 255 0 23
Rampa 3 20 280 1 25,25

Tabela 2.4. Programacdo do Método 2 com as taxas de aquecimento, temperaturas de
forno, os tempos de rampa e o tempo total de corrida (Mastovska et al., 2005).

Taxa de aquecimento Temperatura Tempo (min)  Tempo de
(°C/min) (°C) corrida (min)
Inicial 80 15 15
Rampa 1 20 180 0 6,5
Rampa 2 5 230 0 16,5
Rampa 3 25 290 10 28,9
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Tabela 2.5. Programacdo do Método 3 com as taxas de aquecimento, temperaturas de
forno, os tempos de rampa e o tempo total de corrida (adaptado de Faria et al., 2009).

Taxa de aquecimento Temperatura Tempo (min)  Tempo de
(°C/min) (°C) corrida (min)
Inicial 60 1 1
Rampa 1 30 180 0 5
Rampa 2 5 300 0 29
Rampa 3 50 325 0 295

Tabela 2.6. Programacdo do Método 4 com as taxas de aquecimento, temperaturas de
forno, os tempos de rampa e o tempo total de corrida (adaptado de Valenzuela et al.,
2019).

Taxa de aquecimento Temperatura Tempo (min)  Tempo de
(°C/min) (°C) corrida (min)
Inicial 60 0 0
Rampa 1 20 160 0 5
Rampa 2 5 255 0 24
Rampa 3 20 280 7 32,25

Os métodos 1 e 4 foram os que apresentaram 0s melhores resultados. Estes métodos
foram testados novamente com volume de injecdo de 2 pl. O método 4 foi escolhido
porque apresentou espectro com menor linha de base, menos ruido e melhor definicdo
dos picos (Figura 2.3). Em seguida 0 método escolhido foi testado com os volumes de
injecdo de 5 YL e 8 PL. O volume de injecéo de 8 L foi 0 que possibilitou deteccdo de

maior numero de agrotdxicos. Os resultados sdo apresentados na Tabela 2.7.

Tabela 2.7. Agrotdxicos detectados nos testes de volume de injecdo dos métodos 1, 2, 3
e 4.

Volume de injecao 1L 2 L 5L 8 L
Agrotoxico ML M2 M3 M4 Ml M4 M4 M4
Alacloro X X X X X X
Aldrim X X X X X X X X
Azoxistrobina X X
Bifentrina X X X
Bromofos X X X
Bromopropilato X X
Captana X X
Carbofenotiona X X
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Ciflutrina
Cipermetrina
Clordano
Clorfenapir
Clorfenvifds
Clorotalonil
Clorpirifos
Clorpirifés metil
Clortiofos
DDD 24
DDE24
DDE44
DDT 24
DDT44

Deltametrina

Diclorobenzofenona 4,4

Dicofol

Dicofol grupo
Dieldrin
Difenoconazol
Endossulfan Alfa |
Endossulfan Beta Il
Endossulfan Sulfato
Endrin
Esfenvalerato
Fempropatrina
Fenarimol
Fenitrotiona
Fenvalerato
Fipronil
Fluguinconazol
Folpete

Fosalone

a- hexaclorociclohexano

B3- hexaclorociclohexano

X X X X

X X X X

X X X X X

X X X X X X X X

X X X X

X X X X

X X X X X X X X X

X X X X

X X X X



o-hexaclorociclohexano X X X X X X X
v- hexaclorociclohexano X X X X X
Heptacloro X X

Heptacloro epoxido X X X X X X
Hexaclorobenzeno X X

Iprodiona

Lamda Cialotrina X X
Metolacloro

Metoxicloro X X
Mirex X X
Ovex (Clorfenson) X X X
Oxifluorfeno X X
Paration etil

Paration metil X
Pendimentalina

Permetrina X
Phitalimide

Pirimicarb

Pirimifds etil

Pirimifés metil

Procimidona X X X X
Profenofos X
Propoxur

Protiofos X X X X X X X X
Quintozeno

Tetradifon X X
THPI

Trifluralina X X X X X X X X
Vinclozilone X X X X X X
Total 16 14 7 11 23 25 40 49

Para verificar a ocorréncia de degradacdo de agrotoxicos no sistema de injecdo, as
temperaturas do injetor também foram testadas em 100 °C, 150 °C, 200 °C, 250 °C. A

temperatura que apresentou melhor resultado foi 250 °C (Tabela 2.8).
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Tabela 2.8. Agrotdxicos, tempos de retencdo (TR), percentual de recuperacdo (%) e
temperaturas do injetor.

Temperatura do injetor 100 °C 150 °C 200 °C 250 °C
Agrotoxico TR 1 % TR1 % TR 1 % TR 1 %

44 DDT - - 2013 409 - - - -
Alacloro 12491 146 12667 879 12686 754 12634 903
Aldrim 1381 958 13985 985 13995 963 13949 97,2
Azoxistrobina - - - - - - 29,64 775
Bifentrina 21,821 583 22016 572 - - 21982 795
Bromofos 14483 86,6 14649 97,7 14668 951 14613 97,2
Bromopropilato 21,752 725 21967 315 - - 21,934 90
Captana 15421 785 15617 937 - - 1557 72
Carbofenotiona 19553 855 19,758 941 19,778 975 19724 962
Cialotrina lambda - - - - 23962 522 23894 935
Ciflutrina - - - - - - 26,141 694
Cipermetrina - - - - - - 26454 494
Clordana 16,125 6,35 - - - - - -
Clorfenapir - - 18,027 626 18037 936 17989 744
Clorotalonil - - - - - - 11,115 529
Clorpirifos Metil - - - - 12433 551 12381 751
Clortiofos 1 18,781 59,6 18966 758 18986 722 18934 788
Clortiofos 111 - - 18506 71,1 18536 721 - -
DDD 24 17393 31 17578 423 17597 36,3 1754 38,1
DDE 44 17178 291 17363 713 17383 721 17326 705
DDT24 18,683 49,1 18878 735 18888 722 18836 723
Dicofol - - - - - - 14,388 138
Dieldrin 1725 673 17451 834 17461 855 17413 893
Endossulfan Alfa | 1633 344 16534 435 15544 417 16487 416
Endossulfan Beta Il - - 1832 357 - - 18223 204
Endossulfan sulfato 1971 764 19915 773 19935 96,3 19,86 90,3
Endrin 17949 784 18154 90,2 18164 87,7 18115 865
Fempropatrina 22,143 249 - - 22329 559 22284 731
Fenarimol - - - - 24118 56 24021 945
Fenitrotiona 13263 274 13439 952 13458 931 13393 944
Fenvalerato alpha - - - - - - 28,047 699
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Folpete - - 15822 588 - - 15,766 54,6

Fosalone - - - - - - 23024 899
HCH Gama 10524 338 - - - - - -
Heptacloro 12,686 374 12852 95 12862 825 12819 876
Heptacloro epoxido 15,098 555 15234 932 15304 826 15248 909
a- hexaclorociclonexano 9,754 436 9,735 311 9765 254 9,713 359
B- hexaclorociclohexano - - 10504 318 10514 315 10424 391
v- hexaclorociclohexano - - 1067 278 10679 301 10628 321
o-hexaclorociclohexano 11,371 298 11536 322 10,845 321 11466 323
Metoxicloro 21967 653 22173 396 22173 47 22119 882
Mirex - - - - 23679 642 2362 8389
Ovex (Clorfenson) 16,778 871 16,739 784 17,002 851 16925 931
Oxifluorfeno 1751 71 17695 882 17,714 958 17667 953
Paration metil 12452 278 12,628 946 12,628 786 12585 96,7
Permetrina - - - - 2531 128 25272 421
Procimidona - - 15,744 626 15,753 934 15688 865
Profenofos 1707 951 17265 931 17275 944 17228 9172
Protiofos 16,859 834 16855 909 17,099 966 17,043 947
Tetradifon - - - - - - 22,81 76,4
Trifluralina 9179 973 917 977 9189 984 9148 976
Vinclozilone 12598 246 12559 894 12569 933 12517 91
Total 31 36 36 49

De acordo com o guia de validagdo de métodos e procedimentos de controle de
gualidade para andlise de residuos de pesticidas, para que a analise por CG-EM com
analisador de massa simples quadrupolo seja valida, é necessario que a aquisicdo dos
dados seja feita no método full scan, com faixa limitada de m/z e modo SIM (Selective

lon Monitoring) monitorando trés ions (European Commission, 2017).

No modo full scan foi realizada uma varredura completa de massas no intervalo de 50 e
450 m/z, sendo gerados espectros completos que podem conter mais de uma substancia
no mesmo tempo de retencdo. Esse modo de aquisicdo de dados apresenta menor
sensibilidade quando os analitos pesquisados se encontram em baixas concentragdes e
em presenca de altas concentracbes de interferentes da matriz (Pefia et al., 2002;
Soboleva et al., 2004).
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A sensibilidade e seletividade do método podem ser melhoradas utilizando-se 0 modo
SIM, no qual o analisador de massas € programado para monitorar somente ions
caracteristicos dos compostos pesquisados (Soboleva et al., 2004). Para a programagao
desse modo, foram informados trés ions-filhos de cada agrotdxico pesquisado em seus
respectivos tempos de retencdo (Tabela 2. 1) (Figura 2.3 e Figura 2.4).
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Figura 2.3. Espectro obtido por CG-EM de misculo de morcego fortificado com mistura de 69
agrotoxicos no modo de aquisicao full scan. Temperatura de injetor a 250 °C.
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Figura 2.4. Espectro de mulsculo de morcego fortificado com mistura de 69 padrdes de agrotdxicos.
Temperatura de injetor a 250 °C no modo de aquisi¢do SIM.

A identificacdo e confirmacdo dos agrotoxicos no espectro foram feitas por comparacédo
do espectro de massas obtido no modo full scan e comparados com a biblioteca NIST
(Tahboub et al., 2005). Para confirmagdo da identificacdo do analito foi considerada
uma probabilidade minima de 70 % entre o espectro obtido no modo full scan e a base
de dados da biblioteca. Esse percentual foi considerado adequado uma vez que 0s testes
foram realizados com padrbes analiticos. As Figura 2.5 e Figura 2.6 ilustram as
diferencas de probabilidade na comparacdo dos espectros obtidos nos modos full scan e
SIM, com os dados da biblioteca NIST. Essas diferencas ocorrem porque no modo full
scan € possivel visualizar todos os ions presentes (Figura 2.7 A e B), enquanto no modo
SIM sdo visualizados apenas os ions selecionados para monitoramento do analito
(Figura 2.7 D). No espectro do modo SIM ¢ feita a quantificacdo do analito por meio da

estimativa da area do pico correspondente (Figura 2.7 C).
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Figura 2.5. Identificacdo do pico de Azoxistrobina por meio da comparagdo do método full scan com a
biblioteca NIST, mostrando a probabilidade do padrdo de Azoxistrobina.
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Figura 2.6. Identificacdo do pico de Azoxistrobina através da comparacdo do método SIM monitorando
0s fons 344, 388 e 403 com a biblioteca NIST, mostrando a probabilidade do padrdo de Azoxistrobina.
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Figura 2.7. Espectros de musculo de morcego fortificado com Azoxistrobina. (A) Modo full scan; (B) Todas as
massas correspondentes ao tempo de retengdo 29,6 min (C) Modo SIM; (D) lons monitorados de Azoxistrobina
m/z 344; 388 e 403.

2.9 Limite de deteccédo

De acordo com a EUROACHEM/CITAC (2016), o limite de deteccdo é a menor

concentracdo detectada pelo equipamento e pode ser calculado por meio da formula:

LD = desvio padrédo x 3

O desvio padrdo é obtido por meio da leitura de 10 amostras de branco (extrato obtido
somente com musculo de morcego) registrando a area correspondente ao tempo de

retencdo de cada agrotoxico conforme Tabela 2.9.
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Para o célculo do limite de deteccdo foi utilizado apenas um morcego capturado no
PARNA Serra do Cip0, que por ser a area de referéncia ndo era esperado encontrado
encontrar residuos de agrotoxicos em grandes concentragdes. Foi escolhido um morcego
de maior porte pela maior disponibilidade de tecido muscular tornando possivel o
preparo de 10 extratos para as leituras e célculo deo desvio padrdo. Por ser o mesmo
individuo é esperado pouca variacdo nos valores obtidos nas leituras. Estas variacOes

sd0  decorrentes dos limites do aparelho e métodos de extracdo.
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Tabela 2.9. Estimativa do
percentual de recuperacéo,

limite de deteccdo dos agrotdxicos pesquisados. Sdo apresentados valores de tempo de retencdo (RT),

amostras de branco (Br), média, desvio padréo, e limite de deteccédo (LD).

Agrotoxico RT % Brl Br 2 Br3 Br 4 Br5 Br 6 Br7 Br8 Br9 Br 10 M édia Dp LD
Trifluralina 915 97,6 2043 392,46 6995 487,45 55858 620,63 438,71 456,33 479,35 4779 665,391 467,27 1402
HCH Alfa 9,71 359 3689 4236 5018 2984 8325 2417 3536 7056 5266 2360 4488,7 1867,91 5604
HCH Beta 10,42 39,1 12109 41623 58228 28357 50579 18257 37564 35796 64342 16404 363259 16943,89 50832
Hexaclorobenzeno 10,63 32,1 8297 15235 13440 6923 19142 6647 11693 15260 14214 6924 117775  4154,33 12463
Clorotalonil 11,16 52,9 8558 14604 22980 14261 38127 14135 15647 29629 28681 11456 19807,8  9080,17 27241
HCH Delta 11,47 32,3 19610 24382 26387 15610 44447 17944 19723 28774 25147 14992 237016  8203,15 24609
Clorpirifos Metil 12,38 751 130489 142343 159944 108573 245422 166261 125721 166381 305770 171203 172210,7 56800,25 170401
Vinclozilone 12,52 91 97984 101031 116554 92238 183003 94437 124547 129035 154102 89624 118255,5 28995,68 86987
Paration metil 12,59 96,7 84447 144622 183259 118590 282095 106693 168330 176825 221101 119154 160511,6 5630356 168911
Alacloro 12,63 90,3 69039 124949 156396 94374 216707 101303 148276 143057 186285 106548 1346934 42487,12 127461
Heptacloro 12,82 87,6 47267 45201 70125 41846 58604 45472 46041 47800 56776 42734 50186,6  8458,18 25375
Fenitrotiona 13,39 94,4 48222 34608 43033 36778 108687 36684 51429 55345 74043 51421 54025 21292,26 63877
Aldrim 13,95 97,2 552015 45514 53056 43444 71166 43270 52391 51137 62385 43948 101832,6 150304,90 450915
Dicofol 14,39 13,8 156942 115137 137824 111611 211428 133041 107409 126481 160282 164523 142467,8 30104,87 90315
Bromofos 1461 97,2 86641 89876 78252 74398 147443 86116 97972 85280 117988 137034 100100 24018,28 72055
Heptacloroepoxido 1525 90,9 76427 62123 80103 62908 106165 65395 71759 54191 87785 57803 724659 1497371 44921
Captana 1557 72 129334 107718 163171 136553 226928 156752 192599 174087 175168 114598 157690,8 34961,06 104883

Continua
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Tabela 2.9. Continuacédo

Agrotoxico RT % Brl Br 2 Br3 Br 4 Br5 Br 6 Br7 Br8 Br9 Br 10 M édia Dp LD
Procimidona 15,69 86,5 114114 200096 253525 196678 348450 283216 349806 274484 284880 181480 248672,9 71457,31 214372
Folpete 15,77 54,6 96548 162250 220326 149401 297201 227201 227287 278817 284225 241410 156524  61354,62 184064
Endossulfan Alfal 16,49 41,6 29804 18479 33385 17247 19317 15799 5607 15160 7960 9875 17263,3  8405,06 25215
Ovex (Clorfenson) 16,93 93,1 120921 92274 87446 90991 144132 81068 95860 103973 123360 95288  103531,3 18757,17 56272
Protiofés 17,04 94,7 122746 101237 116926 98506 188973 81368 116500 112599 147025 102423 118830,3 28589,13 85767
Profenofés 17,23 91,2 48057 43327 49604 44231 92414 33913 52942 45503 68333 37602  51592,6  16225,92 48678
DDE 4,4 17,33 70,5 17374 16272 18478 14893 23843 14209 18784 18235 24909 16871  18386,8 331594 9948
Dieldrin 17,41 89,3 8454 9370 10213 7529 10608 8076 9481 11665 13324 10353  9907,3 1647,39 4942
DDD 24 1754 38,1 7312 16198 18125 15210 21014 14166 15976 17046 20324 18709 16408 3669,19 11008
Oxifluorfeno 17,67 953 26630 21278 18868 28005 18425 19266 22208 26771 21120 21147  22371,8 333179 9995
Clorfenapir 17,99 744 47543 37696 40862 28744 35611 26167 38145 34506 61409 39345 39002,8 939530 28186
Endrin 18,12 86,5 144436 112033 96241 95723 126711 77004 107061 84673 175170 113210 113226,2 27846,99 83541
Endossulfan Beta Il 18,22 20,4 136075 83041 128847 90451 133186 101115 106359 111445 192103 117931 120055,3 29272,27 87817
DDT 2,4 18,84 72,3 15951 14927 13307 12711 17016 11315 14225 14576 21388 14919 150335 2612,30 7837
Clorpirifos 18,93 78,8 86708 69840 52453 48501 116693 43738 82051 71223 101317 42988  71551,2 2398391 71952
Carbofenotiona 19,72 96,2 154266 126782 132992 124967 202932 102050 139702 122168 183511 108117 139748,7 30464,97 91395
Endossulfan sulfato 19,86 90,3 129798 111874 116890 106641 179000 88664 117681 104387 167101 92155  121419,1 28347,78 85043
Bromopropilato 21,93 90 29851 27365 27183 24486 33298 29349 33439 29185 41546 33919 30962,6 456586 13698

continua
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Tabela 2.9. Continuacédo

Agrotoxico RT % Brl Br 2 Br3 Br 4 Br5 Br 6 Br7 Br8 Br9 Br 10 M édia Dp LD
Bifentrina 21,98 79,5 33504 27912 30423 26036 35400 28429 34181 29569 44763 34229 324446 5078,33 15235
M etoxicloro 22,12 88,2 44270 27536 48408 39822 49666 32812 40725 39943 64217 39992 42739,1 9494,075 28482
Fempropatrina 22,28 73,1 160566 26515 146628 121634 108476 76032 133769 122096 194394 112811  120292,1  43522,44 130567
Tetradifon 2281 76,4 3532800 1309225 974603 151203 1363547 820629 1240226 1123422 3069623 1008550 1459382,8 98194532 2945836
Fosalone 23,02 89,9 927062 952247 867187 725149 908040 702082 898430 874149 1351934 816229  902250,9  169183,28 507550
Mirex 23,62 88,9 74861 68986 68624 55927 66125 52469 61869 63673 93701 61470 66770,5 10877,95 32634
Cialotrina lambda 23,89 93,5 42432 40894 38695 33308 39530 31948 37089 37006 50758 40065 39172,5 4945,55 14837
Fenarimol 24,02 94,5 56036 55748 52574 45276 53302 42906 49117 49185 65223 46921 51628,8 6130,06 18390
Permetrina 2527 42,1 436240 518438 499138 482284 508886 520798 460368 502950 627606 585776 5142484  53311,78 159935
Ciflutrina 26,14 69,4 323440 369152 349973 344182 355182 344393 359836 359951 405557 361502  357316,8  20108,86 60327
Cipermetrina 26,45 49,4 37987 100549 101417 86668 98227 81257 88309 89554 121781 94524 90027,3 20336,56 61010
Fenvalerato alpha 28,057 69,9 97265 106892 127084 105648 127244 102995 116742 113589 159926 113357 1170742  17002,46 51007
Azoxistrobina 29,64 775 57357 71692 77083 72552 71288 78061 90093 77483 89206 60899 74571,4 9942,20 29827
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi descrito um método para determinagdo de residuos de 48 tipos de
agrotoxicos por cromatografia gasosa acoplado ao espectrémetro de massa (CG-EM)
em musculo de morcego. Ndo foram detectados residuos de agrotdxicos acima dos
limites de deteccdo nos morcegos provenientes de Uberaba e PARNA Serra do Cipo
(Figura 2.8). Nos extratos obtidos a partir de figado e tecido adiposo também ndo foram

detectados residuos.
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Figura 2.8. Sobreposicdo dos espectros de massa de misculo de morcego fortificado (azul) e branco
(preto) com a temperatura do injetor 250 °C. (A) Modo full scan; B) Modo SIM, C) lons
correspondentes ao tempo 29,6 min (Azoxistrobina).

O PARNA Serra do Cipé € uma unidade de conservagdo de protecdo integral e no seu
entorno ndo ha atividade agricola intensa (ICMBio, 2009). Por outro lado, Uberaba esta
entre 0s principais municipios produtores de grdos e cana-de-aglcar no estado de Minas
Gerais (SEAPA, 2018), e 0 uso de agrotdxico nessas culturas € superior ao uso em
demais cultivos no Brasil (Bombardi, 2017). A literatura que trata da contaminacao
ambiental por agrotdxicos no municipio ainda é escassa. No entanto, analises de
residuos da &gua que abastece a cidade revelaram contaminagdo por alaclor, atrazina,
clordano, DDT, DDD, DDE, diuron, lindano, mancozeb,

carbendazim, glifosato,
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permetrina, trifluralina, 2,4-D, 2,4,5-T, aldicarb, aldrim, carbofurano, clorpirifos,
endossulfan,  endrin, metamidofés, metalacloro, molinato, parationa  metilica,
pendimentalina, profenofds, simazina, tebuconazol e terbufés (Sisagua, 2019). Sendo
assim, embora residuos de agrotoxicos ndo tenham sido detectados, é plausivel supor
que 0S morcegos estejam expostos a contaminagdo ambiental por agrotoxicos em
Uberaba, porém apresentando concentracdes talvez inferiores as definidas nos limites de

deteccéo.

A cromatografia gasosa (CG) € uma técnica que permite a separacdo dos compostos
utilizando um gas inerte como fase movel, de modo que os analitos sdo volatilizados
antes de serem introduzidos na coluna cromatografica, onde serdo retidos por tempos
determinados, dependendo de sua afinidade com a coluna. A deteccdo dos analitos
ocorre na saida da coluna (Bonato, 2017). Andlises por CG sdo ideais quando 0s
analitos estudados sdo volateis e/ou apolares e/ou estaveis termicamente em
temperaturas elevadas (Maurer, 1998; Lehotay et al, 2005). Em contrapartida, para
analitos polares, ndo volateis e/ou termolabeis, a cromatografia liquida (CL) é a mais
recomendada (Maurer, 1998; LeDoux, 2011) (Figura 2.9). Na CL, a fase mdvel é um
solvente que, juntamente com a amostra, € arrastado para a coluna onde acontecera a
separacdo dos constituintes da amostra, por afinidade com a coluna (Collins et al.,
2006). Essa técnica ¢ mais recomendada para andlises multirresiduos (LiSka; Slobodnik,
1996; Hernandez et al, 2005) pois permite a determinagdo de maior ndmero de
agrotdxicos e metabolitos que por CG (Alder et al., 2006).

1

Cromatografia liquida

Polaridade

Cromatografia
gasosa

4—{ Volatilidade )—V

Figura 2.9. Faixa de aplicacdo das cromatografias e liquidas
conforme polaridade e volatilidade dos analitos. Adaptado
de Giger (2009).

—
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Muitos agrotoxicos utilizados atualmente sdo menos persistentes e 0s produtos de sua
metabolizacdo sdo polares e ndo volateis, sendo detectados mais eficientemente por CL
que por CG (Aprea et al., 2002; Hernandez et al., 2005). Embora CG seja uma técnica
eficiente para a andlise multirresiduos de agrotdxicos, o perfil dos agrotdxicos utilizados
sofreu modificagbes ao longo dos anos de modo que os agrotoxicos utilizados hoje séo

mais metabolizdveis e menos bioacumulativos como apresentado no Capitulo 1.

Considerando as limitagbes da técnica utilizada neste trabalho, a avaliagdo da exposi¢do
de morcegos a agrotdxicos poderia ser complementada por meio de analises em CL-
EM, que permite a determinacdo de residuos polares, volateis e termolabeis (Granby et
al, 2004; Alder et al, 2006; Giger, 2009). Adicionalmente, a exposicdo também pode
ser avaliada mediante pesquisa por metabolitos, embora seja menos comum devido a
maior complexidade e ao custo das analises (Aprea et al., 2002; Barr; Needham, 2002).
Produtos da metabolizacdo também podem ser investigados em outras matrizes como
sangue e guano, as quais podem indicar exposicdo recente e ndo requerem eutanasia dos
animais (Clark, 1981). Estudos anteriores avaliaram a exposicdo de morcegos
insetivoros mediante determinacdo de residuos de inseticidas organoclorados e
organofosforados conforme apresentado no Capitulo 1. No entanto, existe uma caréncia
de informacGes a respeito de morcegos de outras guildas troficas bem como agrotdxicos

de outras classes, sendo necessario maior investimento em pesquisas nesta linha.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foi descrito um método que permite a determinacdo de residuos de 48
tipos de agrotoxicos por CG-EM em musculo de morcego. A miniaturizacdo do método
viabiliza andlises de residuos quando a quantidade de amostra é limitada. Além disso,
consome menos reagentes proporcionado reducdo de custo e impacto no meio ambiente

e saude dos pesquisadores.

Néo foram detectados residuos de agrotoxicos acima dos limites de deteccdo nos
morcegos analisados. Contudo, a presenca de residuos de agrotdxicos nestes animais
ndo pode ser descartada uma vez que podem estar presentes agrotoxicos em
concentracdes inferiores aos limites de deteccdo ou residuos de agrotdxicos que ndo

foram pesquisados.
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Considerando que a CG-EM é ideal para composto apolares, volateis e estaveis
termicamente, é recomendado que avaliagbes de exposicdo a agrotdxicos sejam
conduzidas utilizando outras técnicas de modo complementar. A determinacdo de
residuos por CL-EM e pesquisas por metabdlitos, pode fornecer informacdes ja que
permite a deteccdo de compostos com diferentes propriedades quimicas e produtos da
metabolizacéo.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DA PAISAGEM E IMPLICACOES FISIOLOGICAS EM MORCEGOS DE
DIFERENTES GUILDAS TROFICAS

1. INTRODUCAO

A fragmentacdo de habitats € uma das maiores ameacas a biodiversidade e a
manutencdo dos servicos ecossistémicos (Pereira et al, 2010; Haddad et al., 2015).
Estudos recentes tém apontado consequéncias fisiologicas em animais silvestres
relacionadas a fragmentacdo de habitats e alteracBes na paisagem (Mazerolle; Hobson,
2002; Janin et al, 2011; Isaksson, 2015). Essas alteracOes estdo relacionadas ao
aumento da exposicdo a contaminacdo ambiental (Naidoo et al., 2015; Rodriguez-
Estival, 2016), poluicdo sonora (Kight; Swaddle, 2011; Blickley et al., 2012) e luminosa
(Bedrosian et al., 2011; Dominoni et al., 2013), diminuicio da oferta e qualidade de
alimentos (Robles et al., 2003) e maior propensdo as doencas infecciosas (Daszak et al.,
2001; Gillespie; Chapman, 2006).

Determinar como alteragdes individuais interferem no ecossistema ainda € um grande
desafio, devido a complexidade ecoldgica e a dificuldade de se fazer extrapolacdes de
resultados obtidos em laboratorios para a grande diversidade de espécies (Rattner, 2009;
Kohler; Triebskorn, 2013). Diante da inviabilidade de se estudar todos os grupos de
organismos de um ecossistema, alguns animais tém sido utilizados como organismos
bioindicadores, com o objetivo de se obter precocemente informacOes de alteracOes
bioquimicas, fisiologicas e comportamentais (biomarcadores) em resposta as alteracdes
ambientais (Andrade et al., 2004; Burguer, 2006; Jones, 2012).

Morcegos sdo considerados bons bioindicadores porque ocupam uma ampla area
geogréfica e sdo sensiveis as alteracbes no habitat em diferentes escalas (Gehrt;
Chelsvig, 2003; Gorresen et al, 2005; Jones et al., 2009; Ducci et al., 2015). Além
disso, a diversidade de habitos alimentar deste grupo permite avaliar varios niveis
troficos da cadeia alimentar (Jones et al, 2009). Os morcegos insetivoros,
particularmente, tém sido apontados como modelos para avaliagdo e monitoramento da
contaminagdo ambiental, uma vez que eles possuem caracteristicas biologicas e

ecologicas que os tornam mais suscetiveis a exposicdo e bioacumulacdo de xenobioticos
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(Zukal, et al., 2012). Sdo animais que apresentam altas taxas metabdlicas, consomem
grande quantidade de presas por noite, ocupam elevada posicéo trofica na cadeia (Clark,
1988; Jones et al., 2009), além de apresentarem elevada longevidade (Wilkinson; South,
2002).

O uso de morcegos como bioindicadores ainda é limitado e existem lacunas de
conhecimento relacionadas as respostas fisiologicas e alteragdes do habitat (Cunto;
Bernard, 2012; Jones, 2012). Na regido Neotropical, existe grande riqueza e diversidade
de espécies de morcegos (Alberico et al., 2000; Nogueira et al., 2018). Nesta regido,
existem inimeras areas que vém sofrendo intensa pressdo de atividades agropecuarias e
desmatamento que podem gerar danos na salde destes animais e comprometer 0S
servicos ecossistémicos (Fearnside, 2001; Sano et al, 2010; Constantini, 2015). A
diversidade de habitos alimentares deste grupo reflete sua importancia como prestadores
de servicos ecossistémicos, uma vez que estdo envolvidos na polinizacdo, disperséo de
sementes e controle das populacGes de invertebrados e pequenos vertebrados (Kunz et
al., 2011; Fenton; Simmons, 2014).

Parametros de estresse oxidativo e biomarcadores histologicos podem ser utilizados
como biomarcadores para avaliagio do estado de saiude do animal. Biomarcadores
histoldgicos sdo amplamente utilizados porque as técnicas sdo simples, de baixo custo e
fornecem informacdes relevantes sobre o estado de satde do animal (Costa et al., 2011).
J& o0s parametros de estresse oxidativo permitem avaliar o balango oxidante-
antioxidante. Um desbalanco no sistema antioxidante em favor dos oxidantes
caracteriza 0 estresse oxidativo, condicdo em ocorre oxidagdo de proteinas, lipidios e
acidos nucleicos (Halliwell; Gutteridge, 2015). O status do sistema antioxidante de um
organismo pode ser acessado mediante avaliacdo da atividade de enzimas do sistema
antioxidante como por exemplo, catalase, superoxido dismutase e glutationa S-
transferase além da quantificacdo de produtos da oxidacdo como o malondialdeido, um

produto da lipoperoxidacdo (Oliveira etal., 2017; 2018).

Considerando o potencial deste grupo como bioindicadores e sua importancia ecoldgica,
€ necessario compreender como esses animais sdo afetados pelas alteracbes na
paisagem. Este trabalho teve como objetivo avaliar a condicdo de salde de morcegos de
diferentes guildas alimentares capturados em duas areas com diferentes perfis de uso de

ocupacdo do solo, a fim de comparar dados do balango oxidante-antioxidante e
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histopatologia do figado de morcegos capturados em duas areas com diferentes pressoes

antrépicas no estado de Minas Gerais, Sudeste do Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Area de estudo

O estudo foi conduzido em duas areas com diferentes pressdes antrépicas no estado de
Minas Gerais, Sudeste do Brasil (Figura 3.1). A area de menor pressao, considerada a
area de referéncia, estd localizada em uma Unidade de Conservagdo, o Parque Nacional
da Serra do Cipo (PARNA Cipo, 19°25°31°’S e 43°32°40”’W; Figura 3.1). Segundo o
sistema de classificacdo climatica de Koppen, o clima na regido é do tipo Cwb,
caracterizado por verdes chuvosos (outubro a marco) e invernos secos (abril a setembro)
(Sa Janior et al., 2010). O PARNA Cip6 possui 33.800 ha e é circundado pela Area de
Protecdo Ambiental Morro da Pedreira, que juntamente com o parque protege uma area
de 100.000 ha (ICMBio, 2009). A vegetacdo na regido € classificada como area de
transicdo entre os biomas Mata Atlantica e Cerrado, ambos considerados areas
prioritarias para conservacdo e classificados como hotspots de biodiversidade (Myers et
al., 2000).

A éarea de maior pressdo antrépica, considerada area impactada, estd localizada no
municipio de Uberaba, inserido na regido do Tridngulo Mineiro (19°45°43”°S e
48°06°05°"W; Figura 3.1), cujo clima é classificado como Aw de Koppen, caracterizado
por duas estacfes, uma seca (maio a setembro) e outra chuvosa (outubro a maio) (Sa
Junior et al., 2010). A regido esta inserida no bioma Cerrado, no entanto, a maior parte
da vegetacdo nativa foi substituida por pastagens e lavouras de milho, soja e cana-de-
acucar (Valera et al., 2016). Atualmente, Uberaba ocupa o segundo lugar no ranking de
produtores de grdos no estado de Minas Gerais. Na regido do Triangulo Mineiro, além
de ser o maior produtor de grdos, esse municipio esta entre os principais produtores de
cana-de-acuUcar e carne (SEAPA, 2018).

Em cada area de estudo, foi delimitado um raio de 8 Km (Mendes et al.,, 2016) a partir
de um ponto central, o qual foi determinado considerandos os pontos de coleta em cada
municipio. Para as areas delimitadas foram gerados mapas utilizando dados de uso e
cobertura do solo obtidos em IBGE (2020) e Projeto MapBiomas (2020).
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Figura 3.1. Padrdo de uso e ocupacdo do solo na &rea de amostragem na Serra do Cip6 e no municipio de

Uberaba.

2.2 Amostragem

O delineamento experimental deste trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo CEUA 166/2017)
e pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo e Biodiversidade (ICMBio - N° 57026-

1).
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Os morcegos foram coletados durante 2018 e 2019. Tanto no PARNA Cipd como em
Uberaba foram realizadas duas sessbes de amostragem, uma na estagdo chuvosa e uma
na seca (Tabela 3.1). Para a captura dos morcegos foram utilizadas redes-de-neblinas
que foram abertas ao anoitecer em trilhas, fragmentos de mata e nas proximidades de
abrigos diurnos. Procedimentos de captura foram conduzidos conforme recomendacdes
da American Society of Mammalogists (Sikes et al., 2016).

Os morcegos foram identificados quanto a taxonomia com auxilio de chaves de
identificacdo (e.g. Simmons; Voss, 1998; Lim; Engstrom, 2001; Reis et al., 2017;
Lemos et al., 2020). Morcegos capturados foram sexados e avaliados quanto a classe
etaria e condicdo reprodutiva. Foram coletados apenas morcegos adultos, condicéo
determinada pela ossificacdo das epifises das asas (Kunz; Anthony, 1982).

Os animais foram acondicionados em sacos de pano individuais até o momento da
eutandsia e retirada de tecidos para as andlises laboratoriais. Os animais foram
anestesiados por inalacdo de isoflurano e eutanasiados, seguido por injecdo

intraperitoneal de Cloridrato de Cetamina.

2.3 Andlises do sistema antioxidante

Para as analises do sistema antioxidante foram retirados fragmentos de
aproximadamente 250 mg do figado. Os fragmentos de tecidos foram pesados,
colocados imediatamente em nitrogénio liquido para transporte. No laboratorio, 0s

tecidos foram e armazenados em freezer -80 C° até a realizacdo das andlises.

As amostras de tecido congelado foram homogeneizadas em solugdo de tampéo fosfato
(0,2 mollL) e &cido etilenodiamino tetra-acético, com pH 7,4. Os homogenatos foram
centrifugados a 15.000 g por 10 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi utilizado para as
analises de superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-tranferase

(GST), malondialdeido (MDA) e ensaio de proteinas totais.

Atividade da superdxido dismutase: A atividade da SOD foi determinada medindo-se
a reducdo de auto-oxidacdo de 50% do pirogalol (Dieterich et al., 2000). Neste método,
a auto-oxidacdo do pirogalol gera radicais superdxido (O2”) que catalisam a reacdo de
reducdo do corante MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-

tetrazdlio] a cristais de formazan. A SOD presente na amostra pesquisada compete pelo
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radical superdxido, inibindo a reducdo do MTT a formazan. A mistura da reacdo foi
composta por 30 YL de amostra e 99 L de solu¢do tampéo fosfato (5 mmol/L, pH 7) e
15 pL de pirogalol (100 pmolL). ApoGs a reacdo permanecer em estufa a 37 °C por
cinco minutos, a leitura foi feita em leitor ELISA em 570 nm A atividade da SOD foi
expressa em unidades/miligrama de proteina, sendo 1 U de SOD definida como a
quantidade que inibiu a taxa de auto oxidacdo do pirogalol em 50%.

Atividade da catalase: A atividade da catalase foi avaliada de acordo com a taxa de
queda de perdxido de oxigénio (H>O-), conforme proposto por Aeby (1984). A reacédo
ocorreu num sistema composto por 1.0 mL de H,0,, 10 pL de amostra homogeneizada
em 1.0 mL de tampdo fosfato (50 mmollL, pH 7,0). A reacdo foi monitorada em
espectrofotometro a 240 nm durante um minuto. Foi utilizado o coeficiente de extin¢do
de €349 = 0,036 mmol/L cm para os célculos. A atividade da catalase foi calculada como
U/mg de proteina, sendo uma U a quantidade de enzima necessaria para decompor um 1

mmol de H,O, em durante 60 segundos.

Atividade da glutationa S-transferase: A atividade da GST foi mensurada por meio
da formacdo do conjugado glutationa-2,4 dinitrobenzeno. A reacdo, catalisada pela
GST, ocorre espontaneamente entre a glutationa reduzida (GSH) e o substrato sintético
1-cloro-2,4 dinitrobenzeno (CDNB) (Habig et al, 1974). Sendo assim, a atividade
enzimatica é proporcional a velocidade de producdo do conjugado. No ensaio, 1.0
mmol/L de CDNB ¢ adicionado a uma solu¢do tampéo contendo 1.0 mmol/L de GSH e
10 pL de tecido. A formagdo do conjugado foi monitorada durante 60 segundos em
absorbancia de 340 nm. O coeficiente de extingdo molar usado para CDNB foi €349 =
9,6 MmolL-1/cm-1. A atividade da GST foi expressa em U/mg de proteina de modo
que, 1.0 U equivale a quantidade de enzima que catalisou a formacdo de 1.0 pmol de

conjugado/min/mL.

Determinacdo de Malondialdeido: A lipoperoxidacdo foi avaliada mediante
determinacdo de malondialdeido (MDA), que é o principal subproduto da peroxidacédo
lipidica celular, de acordo com o método proposto por Buege e Aust (1978). Para a
dosagem de MDA foi utilizado 0,2 mL de sobrenadante de amostra homogeneizado em
em 04 mL de solucdo de é&cido tricloroacético (15%)/acido tiobarbitirico
(0,375%)/acido cloridrico (0,6%). A solucdo da reacdo foi mantida em banho-maria por

40 minutos e posteriormente foi resfriada em gelo. Apos resfriamento, a solucdo foi
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adicionado 0,6 mL de alcool butilico para posterior agitacdo no vortex por dois minutos
e centrifugacdo por 10 minutos a 9000 g. O sobrenadante foi colocado em microplaca
para espectrofotometro (Multiskan GO). A concentragdo de MDA foi determinada
utiizando uma curva padrdo de concentragdes conhecidas de 1,1,3,3-

tetrametoxipropano (TMPO). Os resultados foram expressos em pmol/mg de proteina.

Proteinas totais: A proteina total dos homogenatos de SOD e CAT foi mensurada
utilizando-se albumina de soro bovino como padrdo de acordo com o método proposto
por Lowry e colaboradores (1951). Neste método a amostra € colocada em meio
alcalino contendo cobre, que catalisa a reacdo de reducdo do reagente Folin-Ciocalteu

ao reagir com proteinas. O composto final tem absorbancia maxima de 750 nm.

2.4 Indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (RIB)

A partir dos resultados obtidos com os biomarcadores do sistema antioxidante, foi
calculado o indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (RIB), proposto por
Beliaeff ¢ Burgeot, (2002) e modificado por Sanchez e colaboradores (2013). Para o
calculo do RIB, foi calculada a razio entre os valores dos biomarcadores de morcegos
da area impactada (Uberaba) e a média dos valores da area de referéncia (PARNA

Cip9), seguida de logaritimizagao.
Yi =log (Xi/Xop) ()

As médias gerais (1) e desvios padrdo (s) foram calculados, e os valores logaritimizados

(Y;+1) foram padronizados utilizando a formula:

_-w )
S

7.

L

Para criar a linha base centrada em O e representar a variacdo do biomarcador de acordo
com essa linha, foi calculada a diferenca entre a resposta de cada biomarcador
padronizada (Z;) e a média dos valores de cada biomarcador da area referéncia (Zo),
obtendo-se o indice de desvio do biomarcador (A) que determina o valor da resposta de

cada biomarcador.

A=7Z -2y (©)

106



A soma dos valores de A determina o valor de RIB para cada biomarcador da area
afetada. Os dados de cada biomarcador foram representados em grafico tipo radar,
indicando o desvio do biomarcador investigado em relacdo a &rea referéncia. Sendo
assim, os valores de RIB dos morcegos do PARNA Serra do Cip6 foram considerados
os valores de referéncia, de modo que valores maiores que os valores obtidos para o
PARNA Cip6 indicam indu¢do do biomarcador e valores inferiores indicam inibicdo do

sistema antioxidante e ocorréncia de estresse oxidativo.

RIB =X (A) @

2.5 Analises histopatoldgicas

Imediatamente apOs a eutandsia dos animais, fragmentos de figado foram retirados e
fixados em formol 10%. Em laboratério foi realizada a desidratacdo do material em
concentragdes crescentes de alcool (70 a 100%) seguida de inclusdo em parafina.
Posteriormente, o material foi seccionado em micrétomo, com cortes de 7 pm de
espessura, e entdo corado com hematoxilina e eosina para posterior analise em

microscopia de luz.

2.6 Andlises estatisticas

As vardveis SOD, CAT, GST, MDA foram analisadas quanto ao padrdo de distribuicdo
por meio do teste de Shapiro-Wilk. Uma vez que os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal, os valores destas variaveis foram comparados entre as areas de
amostragem por meio do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney-U. Posteriormente,
foi avaliada a interacdo entre as &reas de amostragem e as guildas por meio da Andlise
da Variancia Permutacional, seguido do teste de acompanhamento de Bootstrap
(Ramos; Ferreira, 2009). Os valores de RIB, como seguiram 0S pressupostos de
normalidade e homocedasticidade, foram comparados entre areas de amostragem e
guildas por meio do teste de ANOVA fator duplo, seguido do teste de acompanhamento
de LSD-Fisher.

As frequéncias de histopatologias foram comparadas entre as localidades por meio do
teste de Qui-Quadrado para Independéncia, e, em caso de significAncia estatistica

(p<0,05), foi realizado o teste de Residuos Ajustados. Todos os testes estatisticos foram
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realizados no programa computacional R (R Core Team, 2019), com o nivel de

significancia de 0,05.

3. RESULTADOS

Foram coletados 148 morcegos de 18 espécies, pertencentes a trés familias. A familia
Phyllostomidae foi a mais representativa, com 14 espécies, seguida da familia
Vespertilionidae, com trés espécies, e Molossidae, com apenas uma espécie. As
espécies estdo distribuidas em cinco guildas troficas: frugivora, nectarivora,
hematdfaga, onivora e insetivora (Tabela 3.1). Uma vez que a guilda de onivoros foi
representada apenas por individuos coletados no PARNA Serra do Cip0, as analises
comparativas foram realizadas apenas com as quatro demais guildas.

Tabela 3.1. Espécies e guildas troficas (N = nectarivora; F = frugivora; H = hematdfaga;

| = insetivora; O = onivora) dos morcegos capturados no PARNA Serra do Cip6 e em
Uberaba em 2018 e 2019.

Guilda PARNA Serra do

Familia/Espécie trofica Cip6 Uberaba Total
Phyllostomidae
Anoura caudifer N 2 0 2
Anoura geoffroyi N 3 0
Artibeus lituratus F 0
Artibeus planirostris F 7 13 20
Carollia perspicillata F 10 10 20
Diphylla ecaudata H 6 0 6
Desmodus rotundus H 17 9 26
Glossophaga soricina N 12 22 34
Mimon bennettii I 2 0 2
Phyllostomus discolor @) 1 0 1
Phyllostomus hastatus 0 8 0 8
Platyrrhinus lineatus F 1 1 2
Sturnira lilium F 0 2 2
Vampyressa pusilla F 0 1 1
Vespertilionidae
Eptesicus sp. I 1 0 1
Histiotus velatus I 1
Myotis sp. I 0
Molossidae
Molossus molossus I 0 11 11
Total 33 42 148
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3.1 Sistema Antioxidante e Estresse Oxidativo

Ao comparar os Vvalores obtidos em relagdo ao MDA, em todos os espécimes coletados
em cada localidade, foram verificadas diferencas significativas entre as duas
localidades, \verificando-se valores mais elevados de peroxidacdo lipidica entre os
individuos coletados em Uberaba (p=0,006; Tabela 3.2). Ressalta-se ainda que 0s
valores obtidos para a atividade da enzima SOD também se mostraram mais elevados
entre os animais coletados em Uberaba, porém sem diferencas estatisticas significativas
(p=0,073).

Na comparacdo em relacdo as areas de amostragem e as guildas, foi verificado que
nenhuma variavel apresentou interacdo estatistica significativa entre os fatores (p>0,05),
contudo houve diferengas significativas dos valores de SOD e GST entre as guildas
(p=0,030 e p<0,0001, respectivamente). Foi verificado que os valores de atividade de
SOD foram estatisticamente superiores entre 0s insetivoros e nectarivoros, em especial
em Uberaba, e a atividade da GST foi significativamente superior entre 0s hematofagos

e insetivoros, especialmente no PARNA Serra do Cipd (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Atividade de biomarcadores em morcegos capturados em Uberaba e
PARNA Serra do Cip6. Os resultados estdo expressos em mediana e intervalo
interquartilico para cada localidade.

PARNA Serra do Cipo Uberaba

Biomarcador (n=35) (n=43) p-valor
SOD (U/mg de proteina) 2,16 [1,82 — 2,56] 2,54 [1,99 — 3,09] 0,073
CAT (U/mg de proteina) 6624 [5995 — 778,1] 6726 [596,1 — 851,1] 0,581
GST (U/mg de proteina) 12,86 [6,20 — 22,50] 10,83 [6,65 — 16,48] 0,161

MDA (umolimg de proteina) 0,459 [0,10 — 0523] 0,565 [0,458 — 0,678] 0,006

SOD = Superéxido dismutase; CAT = Catalase; GST = Glutationa S-tranferase; MDA = Malondialdeido.
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Figura 3.2. Médias e erros-padrao relativos a atividade do sistema antioxidante mensurados em morcegos
do PARNA Serra do Cip6 (area referéncia) e Uberaba (area impactada) por guildas troficas. A — MDA; B
—SOD; C-CAT; D—GST.

Os valores de RIB foram calculados para as guildas troficas de cada area amostrada. Os
valores calculados para 0 PARNA Serra do Cip6 foram utilizados como referéncia para
as comparacGes. No PARNA Serra do Cip0, a ordem dos valores de RIB foi frugivoros
< hematofagos < insetivoro < nectarivoros. Em Uberaba, a ordem foi semelhante,
havendo uma inversdo entre as duas Ultimas guildas (frugivoros < hematofagos <
nectarivoros < insetivoros). Os valores de RIB mostram que as guildas apresentam
respostas diferentes e discriminam as respostas (inducdo ou inibicdo) de cada parametro

do sistema antioxidante (Figura 3.3).
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Figura 3.3. indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (RIB) avaliados em morcegos do PARNA Serra
do Cip6 (area referéncia) e Uberaba (drea impactada). Superéxido dismutase, catalase, glutationa S-
transferase e lipoperoxidacdo mensurados em figado de morcegos capturados em Uberaba e PARNA Serra
do Cipd. Os biomarcadores representam a relagdo com a area referéncia e a 4rea impactada. Valores acima

dos valores de referéncia (linha laranja) indicam inducéo e valores abaixo dos valores de referéncia indicam
inibicdo.

Assim como verificado para os valores brutos de cada variavel, ndo foram observadas
diferengas significativas entre as areas (F2, s9 = 0,016; p = 0,89), nem na interacdo entre
areas e quildas (F2, g9 = 0,792; p = 0,502). As diferencas foram observadas somente
entre as gquildas troficas (F2 ¢9 = 8,420; p = 0,000), de modo que os frugivoros
apresentaram valores de RIB significativamente menores que 0S nhectarivoros,
insetivoros e hematéfagos (p < 0,05), indicando inibicdo do sistema antioxidante
(Figura 3.4).
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Figura 3.4. Valores de RIB para as guildas de morcegos das &reas. As letras indicam diferencas
estatisticas encontradas entre as areas avaliadas (p < 0,05).

3.2 Histopatologia

Foram encontrados nove tipos de lesdes hepaticas (Tabela 3.3). Esteatose (68,27%) e
inflamacdo portal foram as lesbes mais frequentes (55,86%) seguidas de inflamacdo
lobular (44,83%), balonamento (31,03%), hiperemia (29,65%), degeneracdo glicogénica
(24,14%), Mallory (21,38%), fibrose (21,38%) e hiperplasia (19,31%). As principais

alteracOes histoldgicas sdo apresentadas nas Figura 3.5 a 3.10.

Foram observadas diferencas na prevaléncia de algumas alteracfes histopatoldgicas
entre as duas localidades. A prevaléncia de esteatose foi maior em hematofagos do
PARNA Serra do Cipé e em insetivoros de Uberaba (X? = 8,68; df = 3; p = 0,033). J4 0
balonamento foi mais frequente entre os hematdfagos da Serra do Cipd e frugivoros de
Uberaba (X? = 8,38; df = 3; p = 0,038). Os insetivoros de Uberaba e hematéfagos do
PARNA Serra do Cip6 apresentaram maior prevaléncia de infiltracdo portal (X? = 9,60;
df = 3; p = 0,022), mas para infittracdo lobular houve predomindncia nos insetivoros de
Uberaba (X? = 11,64; df = 3; p = 0,008). Para as alteracdes fibrose (X* = 3,98; df = 3; p
= 0,26), hiperplasia ductal (X? = 1,84; df = 3; p = 0,60), hiperemia (X? = 5,78, df = 3; p
= 0,12), degeneragdo glicogénica (X? = 1,04; df = 3; p = 0,59) e corpUsculo de Mallory
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(X? = 3,09; df = 3; p = 0,37) ndo foram encontradas diferencas significativas. Ressalta-

se que todas as alteracdes histopatoldgicas, quando ocorrentes, mostraram-se entre graus

leves a medianos em todas as guildas das duas &reas de amostragem.

frugivoro de
Uberaba semalteracdo histolégica (HE, 400X).

ig ura

Figura 3.7. Figado de morcego frugl’voro de
Uberaba com vaclolos PAS positivo (PAS,
400X).

{ (3 L S | o 5
Figura 3.9. Figado de morcego hematéfago do
PARNA Serra do Cip6 com degeneracdo lipidica
predominantemente  macrovacuolar. A  seta
evidencia hepatdcitos balonizados. (HE, 400X).

\” mdli . XE g A b *"’-.t e
Figura 3.6. Figado de morcego nectarivoro do
PARNA Serra do Cip6 com vacUlolos lipidicos

(seta) e vacuolos pouco delimitados sugestivos de
degeneracdo glicogénica (HE, 400X).

AN %

Figura 3.8. Figado de morcego frugivoro de
Uberaba com degeneragdo lipidica micro e
macrovacuolar que acometem 70% a 100% dos
hepatécitos (HE, 400X).

S Hos B
Figura 3.10. —Fl'gado de mbrcego nectarivoro
Uberaba com infiltrado  inflamatério  portal

eosinofilica moderado (HE, 400 X).
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Tabela 3.3. Frequéncia de ocorréncia de patologias hepaticas em morcegos frugivoros, hematéfagos, insetivoros e nectarivoros capturados em Uberaba e no
PARNA Serra do Cip6. A — Esteatose; B — Balonamento; C - Inflamagéo lobular; D - Inflamacéo portal; E - Corpusculo de Mallory; F — Fibrose; G —
Hiperplasia ductal; H — Hiperemia; | - Degeneracao glicogénica (PAS). * indicam a diferenca estatistica entre as areas de amostragem em cada guilda

_ ) Frugivoros Hemato6fagos Insetivoros Nectarivoros
Patologia Métricas ] _ _ _
Cip6 Uberaba Cipo Uberaba Cipo Uberaba Cipo Uberaba
Exteat Prevaléncia 15 (94%) 17 (59%) 15 (65%)* 5(56%) 2 (67%)* 8 (47%) 14 (82%) 14 (64%)
steatose
Grau da patologia 2[1-3] 1[0-2] 1[0-1] 1[0-1] 1[05-15] O0[0-1] 1[1-2] 1[0-1.8]
Bl t Prevaléncia 4 (25%) 9 (31%)* 12 (52%)* 3 (33%) 0 (0%) 1 (6%) 3 (18%) 4 (18%)
alonamento
Grau da patologia  0[0-0.3] O0[0-1] 1[0-1] 0[0-1] 0 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
Prevaléncia 8 (50%) 15 (52%) 12 (52%) 7 (78%) 0 (0%) 6 (35%0)* 11 (65%) 5 (23%)
Inflamacdo Lobular _
Grau da patologia  0.5[0-1] 1[0-1] 1[0-1] 1[1-3] 0 0[0-1] 1[0-1] 0[0-0]
Prevaléncia 10 (63%) 21 (72%) 10 (43%)* 5 (56%) 0 (0%) 6 (25%)* 10 (59%) 11 (50%)
Inflamagéo Portal _
Grau da patologia 1[0-1] 1[0-1] 0[0-1] 1[0-1] 0 0[0-1] 1[0-1] 0.5[0-1.8]
] Prevaléncia 5 (31%) 7 (24%) 2 (9%) 2 (22%) 1 (33%) 3 (18%) 4 (24%) 1 (5%)
Corpusculo Mallory _
Grau da patologia 0[0-1] 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0] 0[0-1] 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
- Prevaléncia 5 (31%) 8 (28%) 4 (17%) 1 (11%) 1 (33%) 2 (12%) 5 (29%) 2 (9%)
ibrose
Grau da patologia 0[0-1] O0[0-1] 0[0-0] 0[0-0] 0[0-05] o0[0-0] 0[0-1] 0[0-0]
_ _ Prevaléncia 3 (19%) 5 (17%) 5 (22%) 3 (33%) 3 (100%) 1 (6%) 2 (12%) 2 (9%)
Hiperplasia ductal _
Grau da patologia 0[0-0] O0[0-0] 0[0-0] 0[0-1] 2[2-2] 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
i _ Prevaléncia 5 (31%) 5 (17%) 5 (22%) 4 (44%) 0 (0%) 5 (29%) 8 (47%) 5 (23%)
iperemia
P Grau da patologia 0[0-1] 0[0-0] 0[0-0] 0[0-1] 0[0-0] 0[0-1] 0[0-1] 0[0-0]
PAS Prevaléncia 4 (25%) 4 (14%) 3 (13%) 0 (0%) 0 (0%) 8 (47%) 4 (24%) 6 (27%)
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4. DISCUSSAO

Este estudo apresenta efeitos de alteragbes na paisagem em alguns parametros
fisioldgicos de morcegos de duas areas com diferentes pressdes antrdpicas. Foi
observado que as guildas alimentares séo afetadas diferentemente e que, embora o uso e
ocupacdo do solo das é&reas estudadas seja diferente, 0s morcegos apresentaram

respostas similares.

Morcegos sdo conhecidos por serem mais resistentes ao estresse oxidativo que outros
vertebrados de porte similar. Em estudos comparativos, foi observado que morcegos
produzem menor quantidade de espécies reativas do oxigénio (EROS) apesar das altas
taxas metabolicas (Brunet-Rossinni, 2004; Ungvari et al., 2008; Brown et al., 2009;
Hanadhita et al, 2017), além de possuirem concentrages mais elevadas de
antioxidantes (Reinke; O’Brien, 2006; Wihelm Filho et al, 2007). Essa condi¢dao
parece ser resultado de estratégias evolutivas desenvolvidas para prevenir danos
relacionados a grande producdo de EROs decorrente da elevada taxa metabdlica destes
animais (Brunet-Rossinni, 2004; Brown et al., 2009), do despertar de estados de torpor e
hibernacdo (Yin et al., 2016), estando relacionada também a maior longevidade (Brunet-
Rossinni, 2004; Brown et al, 2009; Salmon et al, 2009). Os morcegos frugivoros,
particularmente, apresentam maior potencial antioxidante que morcegos onivoros ou
animalivoros, porque podem ingerir maior quantidade de antioxidantes, como vitaminas
A, C, E, carotenoides e outros, presentes nos alimentos vegetais (Schneeberger et al.,
2014; Halliwell, Gutteridge, 2015).

Os morcegos capturados em Uberaba apresentaram concentracdes significativamente
maiores de MDA, um subproduto da lipoperoxidacdo. A lipoperoxidacdo é uma reacao
em cadeia que pode ser iniciada pela acdo de EROs, sendo considerada uma das maiores
causas de dano e morte celular (Hermes-Lima, 2004). Os subprodutos gerados nesse
processo também sdo toxicos estando relacionados ao desenvolvimento de processos
patologicos (Guéraud et al., 2010). Os resultados sugerem que os morcegos de Uberaba
apresentam mais danos em nivel celular em relagdo aos morcegos do PARNA. Tais
danos podem estar relacionados a maior exposicdo a agrotoxicos e outros contaminantes
presentes na cidade de Uberaba uma vez que a metabolizacdo dessas substancias produz

EROs que podem iniciar a lipoperoxidacdo e consequentemente aumento nas
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concentracdes de MDA, como ja foi observado em outros morcegos (Hermes-Lima,
2004; Oliveira etal., 2017; 2018)

De acordo com os resultados de RIB, os individuos amostrados nas duas &reas
apresentaram respostas similares, havendo diferenciacdo da atividade fisioldgica apenas
entre as guildas. Alteracbes em pardmetros de estresse oxidativo de morcegos foram
observadas em animais expostos a agrotoxicos (Oliveira et al., 2017; 2018), poeira de
carvdo mineral (Pedroso-Fidelis et al., 2020) e metais pesados (Ruiz et al., 2019). No
entanto, a maior parte das pesquisas envolvendo estresse oxidativo em morcegos esta
focada em estudos de longevidade (Brunet-Rossinni, 2004; Wilhelm Filho et al., 2007;
Salmon et al., 2009), dieta (Schneeberger et al., 2014), hibernacdo (Lee et al., 2002; Yin
et al, 2016) e resposta imune (Schneeberger et al., 2013; Lilley et al., 2014), havendo
pouca informacdo relacionada as alteracGes na paisagem ou atividades antrépicas (Melo
et al, 2012). Sendo assim, comparacdes sdo dificeis de realizar uma vez que ndo
existem dados disponiveis na literatura para o estabelecimento de uma linha de base
para 0s parametros considerando as diferencas relacionadas as espécies e habitos
alimentares (Wilhelm Filho et al., 2007; Schneeberger et al., 2014; Freitas et al., 2019),
idade (Jones, 2015) e fatores ambientais (Limon-Pacheco; Gosenbatt, 2009; Rodriguez-
Estival, 2016).

Quanto a avaliacdo das guildas, os frugivoros apresentaram valores de RIB menores que
as demais guildas, indicando inibicdo do sistema antioxidante. Os morcegos frugivoros
de ambas as areas apresentaram menor atividade das enzimas SOD, CAT, GST e baixa
concentracdo de MDA. Menor atividade antioxidante em morcegos frugivoros ja foi
observada em outros estudos, tendo sido justificada pelo maior aporte de antioxidantes
provenientes da dieta e menor producdo de EROs (Schneeberger et al, 2014). Em
contrapartida morcegos hematdfagos possuem dieta rica em proteinas e ferro, estando
mais suscetiveis ao estresse oxidativo, principalmente devido o papel de ions ferro
como catalisadores em reacOes de oxidacdo (Halliwell; Gutteridge, 2015; Freitas et al.,
2019). J& os morcegos nectarivoros, com dieta rica em carboidratos, estdo suscetiveis a
acdo de subprodutos da auto-oxidacdo da glicose associados a formacdo de EROS e ao
dano oxidativo (Folmer et al., 2002; Suwannaphet et al., 2010; Freitas et al., 2019).
Morcegos insetivoros também possuem dieta rica em proteinas (Schondube et al., 2001)
e possuem maior atividade antioxidante que os frugivoros e nectarivoros (Wilhelm

Filho et al, 2007). A maior suscetibilidade ao estresse oxidativo decorrente de
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particularidades da dieta destes grupos parece ser compensada por um aumento da

atividade de enzimas antioxidantes (Freitas et al., 2019).

No entanto, considerando a dificuldade de comparacfes de pardmetros de estresse
oxidativo de morcegos, uma vez que ndo existem dados disponiveis na literatura para o
estabelecimento de uma linha de base, fica posta a questdo relativa a salde dos animais
residentes nestas duas localidades serem equivalentes. A partir disto, alguns
guestionamentos sdo levantados, tais como: os morcegos de Uberaba apresentam uma
plasticidade em resposta a exposicdo cronica ao ambiente antropizado ou a protecdo

conferida pelo PARNA ndo é suficiente para evitar impactos na sadde destes animais?

De modo geral, na andlise histopatoldgica do figado foram observadas prevaléncias
similares entre as duas 4reas, apresentando diferencas entre guildas. A maior
prevaléncia de esteatose foi observada em insetivoros de Uberaba e hematéfagos do
PARNA Serra do Cip6, sendo tal alteracdo caracterizada pelo acumulo de triglicerideos
nos hepatocitos como resultado de alteragdes metabolicas (Burt, 2001). Em morcegos 0s
relatos desta patologia estdo associados a exposicdo a agrotdxicos (Oliveira et al., 2017;
2018), alteracBes metabolicas decorrentes de estresse ambiental (Snyder et al., 2015), de
cativeiro (Gonzalo et al, 2005) e casos nos quais a etiologia ndo foi determinada
(Lankton etal., 2013).

Anélises de determinacdo lipidica no morcego hematéfago Desmodus rotundus nas
estaces, seca e chuvosa, revelaram que esta espécie apresenta baixa concentracdo de
lipidios em ambos os periodos (Freitas et al., 2006). Os lipidios armazenados sdo
mobilizados apenas ap6s um periodo de jejum prolongado, ndo sendo acompanhado por
aumento de concentragdo sérica de é&cidos graxos. Isso indica que os lipidios
armazenados sdo utilizados para o suprimento energético do proprio tecido em que foi
armazenado (Freitas et al, 2006). A inabilidade de D. rotundus em armazenar e
mobilizar lipidios pode ser compensada pela grande disponibilidade de alimento
(principalmente gado), como observada em ambas as areas amostradas no presente
estudo, bem como o comportamento de compartilhamento de alimento ja descrito para
essa especie (Wilkinson, 1990; Freitas et al., 2006). Considerando esses aspectos
fisiologicos e a maior prevaléncia de esteatose, balonamento e inflamacdo portal nos
hematofagos do PARNA Serra do Cip0, sugere-se que estes animais apresentam um

quadro importante de patologia hepéatica. Contudo, estudos adicionais sd0 necessarios
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incluindo outras areas e maior nimero de amostragens a fim de verificar efeitos

relacionados a sazonalidade.

Os morcegos hematdéfagos do PARNA Cip6 e os frugivoros de Uberaba apresentaram
maiores frequéncias de balonamento, indicando que esses animais estdo submetidos a
fatores antropogénicos capazes de induzir distirbios no metabolismo hepético. O
balonamento é uma degeneracdo caracterizada por hepatocitos aumentados, sem
polaridade, com perda de queratina 8 e 18, acimulo de lipidios, fosfolipidios oxidados e
proteinas  ubiquitinadas (Lackner et al, 2008). E um dano caracteristico de
lipotoxicidade decorrente do acumulo de lipidios intermediarios no citoplasma dos
hepatocitos que induzem o estresse oxidativo, disfuncdo e eventualmente morte celular
(Hirsova; Gores, 2015; Hirsova et al., 2016). Hepatdcitos balonizados sdo células cuja
morte celular foi iniciada, mas ndo executada (Kakisaka et al, 2012). Estas células
contribuem para a patogénese porque liberam fatores de reparo que induzem a
fibrogénese (Rangwala et al., 2011; Kakisaka et al., 2018). Hepatdcitos balonizados ja
foram observados em animais expostos a agrotdxicos (Sharma et al., 2005; Hamid et al.,
2012; Mossa et al, 2015), medicamentos antiparasitarios como ivermectina (Omshi et
al, 2018), metais pesados (Sarmiento-Ortega et al., 2017; Dohaish, 2018) e outros
contaminantes ambientais (Safer; Al-Nughamish, 1999; Zodrow et al, 2004). Esses
fatores podem estar relacionados a contaminacdo ambiental ou alteracbes na paisagem
que comprometem o comportamento alimentar, forrageio ou disponibilidade de
alimentos para morcegos hematéfagos e frugivoros. Ainda que 0S morcegos
hematdfagos tenham sido capturados em uma &rea de protecdo, € plausivel supor que
esses animais forrageiam nas bordas ou mesmo fora do parque utilizando como presas
animais domeésticos. Esses animais sdo frequentemente tratados como farmacos que

podem representar mais uma fonte de contaminacéo.

Os morcegos hematdfagos do PARNA apresentaram maior prevaléncia de inflamacéao
portal, e os morcegos insetivoros de Uberaba apresentaram maiores prevaléncia de
inflamacdo lobular e portal. Fatores antropogénicos também podem estar relacionados
ao processo inflamatorio (Isaksson, 2015). A inflamacdo é uma resposta do organismo
com objetivo de proteger o organismo de uma agressao, a qual pode ser causada por
agentes exogenos ou endogenos (Kumar et al, 2013). Morcegos insetivoros sdo
considerados mais suscetiveis a contaminacdo ambiental por ocuparem elevado nivel

trofico na cadeia, 0 que os torna mais suscetiveis a bioacumulacdo e biomagnificacdo
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(Jones et al, 2009). Esses animais podem estar sofrendo com a exposicdo aos
agrotoxicos utilizados nas areas agricolas (Eidels et al., 2007; Stechert et al., 2014) e,
ainda, submetidos ao estresse causado pela poluicdo sonora que pode comprometer o
forrageio (Schaub et al, 2008; Luo et al, 2015). Considerando o percentual de uso e
ocupacdo do solo na é&rea de amostragem em Uberaba, o qual é constituido
predominantemente por area agricola e pastagem com manejo (Figura 3.1), seria
plausivel supor que 0s morcegos capturados nesta area estdo mais sujeitos a fatores
antropogénicos capazes de induzir o estresse oxidativo e distirbios no metabolismo
hepéatico. No entanto, embora a composicdo da paisagem de ambas as areas amostradas

seja diferente, a condicdo de salude dos morcegos €, de um modo geral, similar.

O PARNA Cipd é uma das maiores areas de protecdo do estado de Minas Gerais e
oferece uma elevada heterogeneidade de habitats importante para conservacdo de
morcegos (Dias-Silva et al., 2018). A regido da Serra do Cip6 é também importante
ponto turistico e, nas Ultimas décadas, vém sofrendo uma ocupacdo desordenada com as
construgdes de pousadas, condominios e casas de veraneio (Ferreira, 2010). Essas
atividades, além de provocarem alteracGes na paisagem natural, aumentam a pressdo de
fatores antropogénicos como poluicdo quimica, sonora e luminosa que podem
comprometer o forrageio, disponibilidade de recursos de alimentos e abrigos além das

implicacdes na salde desses animais (Russo; Ancillotto, 2014).

Morcegos tém sido considerados indicadores de qualidade ambiental em diferentes
abordagens (Jones et al, 2009; Cunto; Bernard, 2012; Zukal et al., 2015). Para este
propdsito, esses animais devem ser utilizados com cautela, uma vez que as espécies
podem responder de maneiras diferentes considerando as historias de vida e toleréncia
aos impactos e, portanto, os dados ndo devem ser generalizados (Zocche et al., 2010;
Cunto; Bernard, 2012). Além disso, morcegos percebem o habitat em diferentes escalas,
e a qualidade do habitat pode ser influenciada pelo tipo de vegetacdo assim como pela
organizacdo espacial dos recursos na paisagem (Gorresen et al., 2005; Ducci et al.,
2015), sendo sensiveis, simultaneamente, a um recurso disponivel em uma &rea limitada

e a cobertura vegetal numa escala mais ampla (Gehrt; Chelsvig, 2003).

Diante do exposto, considerando que morcegos de diferentes guildas troficas
apresentam respostas fisiologicas diferentes as alteracbes na paisagem, ressalta-se a
importancia de se conhecer as respostas de cada guilda para mensurar 0s prejuizos

relacionados aos servicos ecossistémicos prestados por esses animais, bem como
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determinar quais guildas ou espécies podem ser usadas como bioindicadores de
qualidade ambiental. Para isso, sd80 necessarios novos estudos com o objetivo de
entender a fisiologia e como fatores antropogénicos interferem no estado de salde

destes animais, definindo-se linhas de base como pardmetros de comparacéo.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados neste trabalho contrariam a hipGtese que morcegos de
unidades de conservacdo apresentam melhor condicdo de saude do que aqueles de areas
mais antropizadas. Embora o perfil de uso e ocupagdo das &reas sejam diferentes, o
estado de salde dos animais € semelhante, havendo algumas diferencas entre guildas
troficas e em relacdo a lipoperoxidacdo. Os morcegos de Uberaba apresentaram mais
danos celulares decorrentes da lipoperoxidacdo. Os hematéfagos do PARNA Serra do
Cipd apresentaram mais alteragdes histopatologicas do figado, e os frugivoros, tanto do
PARNA quanto de Uberaba, apresentaram inibicdo do sistema antioxidante. Essas
diferencas podem estar relacionadas a maneira como cada grupo percebe as alteracfes

ambientais, além de aspectos da biologia e ecologia proprios de cada guilda.

As Unidades de Conservacdo representam Aareas importantes para conservacdo da
biodiversidade; no entanto, o entorno dessas areas tem sofrido um processo de
urbanizacdo que reduz o efeito protetor das Unidades. Além disso, é possivel que para
animais com grande capacidade de dispersdo como 0S morcegos, essa protecdo seja
ainda menor. Embora morcegos sejam considerados potenciais bioindicadores de
qualidade do habitat, o uso destes animais, principalmente espécies neotropicais, €
comprometido diante da caréncia de dados relacionados a sua fisiologia e ao impacto de

fatores antropogénicos sobre sua higidez.
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CONCLUSOES FINAIS E FUTURAS PESQUISAS

No capitulo 1 “Revisdo bibliografica: Agrotoxicos em morcegos”, foi apresentado um
panorama da pesquisa de morcegos com agrotoxicos evidenciando que ainda existe uma
caréncia de informacOes relacionadas aos efeitos causados pela exposicdo de morcegos
a agrotoxicos, bem como a concentragdo de tais estudos no hemisfério norte. Tal fato,
dificutta uma avaliacdo do risco das populacGes expostas bem como 0 uso destes

animais como bioindicadores.

No capitulo 2 “Micro-QUEChERS para determinacdo de residuos de agrotdxicos em
misculo de morcegos por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas”,
foi descrito um método de preparo de amostras miniaturizado que permite determinacéo
de residuos de 49 tipos de agrotoxicos em mulsculo de morcegos por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. A miniaturizacdo do método permite
trabalhar com amostras reduzidas possibilitando andlises de morcegos cuja massa
corporal pode ser um fator limitante para esse tipo de andlise, assim como a

minimizacdo da quantidade de custos e garantia da protecdo individual do pesquisador.
No capitulo

Em funcdo da indisponibilidade de tempo, algumas andlises previstas inicialmente ndo
puderam ser concluidas, portanto este trabalho terd continuidade com as seguintes

analises:

- Analise de micronicleo em esfregaco sanguineo e mucosa oral.

- Analise histopatoldgica dos 6rgaos baco, rim e pancreas.

- Andlises de estresse oxidativo e histopatologia de testiculo

- Pesquisa por hemoparasitas

- ldentificacdo de parasitas coletados na cavidade abdominal de alguns morcegos.

- Identificacdo de parasitas observados nas laminas histopatoldgicas
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CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):

Esta é uma mensagem automéatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na
situacdo de uma solicitacao.

Protocolo CEUA: 166/2017

Titulo do projeto: Avaliacdo da exposicdo de morcegos a pesticidas em areas com
diferentes pressdes agricolas no sudeste do Brasil

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Benito Soto Blanco

Unidade: Escola de Veterinaria

Departamento: Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria

Situacgao atual: Deciséo Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 07/08/2017. Validade: 07/08/2017 a 06/08/2022
Belo Horizonte, 07/08/2017.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

www.ufmag.br/bioetica/ceua - cetea@prpqg.ufmg.br
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