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As aves tém desempenhado um importante papel como bioindicadoras ambientais
sendo que diferentes espécies podem ser uteis devido a sua capacidade de
bioacumulacdo. O teste de micronucleo € uma técnica usada para avaliar a
genotoxicidade e a clastogenicidade de diferentes substancias sendo considerado
também um biomarcador de danos ao DNA. O presente estudo analisou a
comunidade de aves do Cerrado, especialmente a eficiéncia do Tiziu (Volatinia
jacarina) em responder a contaminagdao de agrotoxicos in situ, em relagédo a
fazendas de café de diferentes tamanhos, localizadas na regido sudeste do Brasil.
O estudo propde também uma abordagem in silico na construgdo de uma arvore
filogenética, baseada no gene COl, visando sobretudo comparar espécies de aves
mais proximas na escala evolutiva. Os objetivos especificos do trabalho foram (a)
caracterizar uma coorte da comunidade de aves do Cerrado como indicadoras
ambientais associada ao uso de agrotdxicos realizando teste de micronucleos nos
eritrocitos periféricos das aves; (b) analisar se a frequéncia de micronucleo esta
relacionada com a guilda alimentar das aves; (c) verificar relagbes alométricas entre
as aves e a frequéncia de MN; (d) construir com uma ferramenta da bioinformatica,
uma arvore filogenética baseada no mtDNA como forma de melhor comparar, em
termos evolutivos. As aves foram coletadas em fazendas dentro de trés grupos
(pequenas, médias e grandes) localizadas em Monte Carmelo, Minas Gerais,
Brasil. Todas as fazendas utilizam as mesmas classes de agrotoxicos, mas com
um progressivo aumento da concentragao ou frequéncia de aplicagao. Amostras de
sangue foram coletadas de todos os individuos registrados através da veia
metatarsal com o auxilio de uma agulha e seringa de tamanhos compativeis. Em
seguida, uma ou duas gotas de sangue foram colocadas na lamina histologica para
realizar as técnicas de coloracdo. Oitenta e dois individuos pertencentes a 21
especies presentes em 11 familias foram encontradas em todas as areas de estudo
e foram utilizados para avaliar a frequéncia de micronucleos (MN). Duzentos e
cinquenta e dois MN foram encontrados em nas areas de estudo. A contagem
média de MN foi de 3/10.000 eritrécitos e, 17,1% de todas as aves nao exibiram
MN. A média de MN foi de 1,29 +0,69 nas fazendas pequenas, 2,59 + 1,65 nas
fazendas médias e 5,41+1,34 nas fazendas de grande porte. As fazendas
pequenas contabilizaram 14,3% da frequéncia de MN, as fazendas médias
somaram 27,8% e as fazendas de grande porte 57,9% da frequéncia de MN. As
comparagdes in silico foram realizadas construindo uma arvore filogenética
baseada em uma sequéncia génica para 20 das 21 espécies amostradas em
campo. Sete espécies ndo apresentaram frequéncia de MN mas n&o foi possivel
descarta-las de serem potenciais biomonitoras. Contrariamente, Leptotila rufaxilla,
Volatinia jacarina, Galbula ruficauda, Gnorimopsar chopi, Molothrus bonariensis,
Passer domesticus, Turdus leucomelas e Turdus rufiventris exibiram seis ou mais
micronucleos por 10 mil eritrécitos e sdo, certamente, espécies com alto potencial
de uso ao biomonitoramento ambiental. A frequéncia de MN nos eritrocitos foi
positivamente correlacionada com o uso de uma mistura de agrotoxicos de forma
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tamanho-dependente as fazendas de cafés. Mesmo apresentando uma discreta
relacdo negativa entre a frequéncia de micronucleos e os dados morfométricos das
aves, especialmente o comprimento do bico, ndo foi encontrada nenhuma
correlacao estatisticamente significativa. Devido a alta diversidade de espécies de
aves encontradas no Brasil, propde-se uma ferramenta alternativa para agrupar
diferentes espécies na mesma analise apenas para auxiliar nas pesquisas que
necessitam de uma coleta de dados rapida e econbmica, como € o caso do
biomonitoramento ambiental usando o teste de micronucleos, uma vez que um dos
principios da técnica é de ser justamente rapida, barata e o mais simples possivel.
Portanto, um grande esforgo amostral violaria esses principios. V. jacarina foi a
espécie mais frequentemente encontrada e exibiu uma resposta sensivel a
contaminagdo ambiental. Sendo assim, as aves como biomonitoras permanecem
eficientes em detectar poluentes ambientais, especialmente agrotdxicos. V.
Jacarina atuou como um biomonitor sensivel exibindo uma resposta area-
dependente para os agrotoxicos usados nas fazendas de cafés.

Palavras-chave: agrotdxicos, biomarcadores, genotoxicicidade, Volatinia jacarina,
arvore filogenética, aves do Cerrado.






Birds have often played an important role as environmental bioindicators, and
different species can be useful due to their bioaccumulating capacity. The
micronuclei test is a cytologic technique used for accessing DNA and is a biomarker
for damage to DNA. This study analysed the Cerrado avian community, especially
the efficiency of the blue-black grassquit (Volatinia jacarina) in response to pesticide
contamination in situ on different-sized coffee farms in southeast Brazil, we
proposed an in silico approach to build a phylogenetic gene tree based on the COI
gene, owing, especially, to compare the species of the birds most related. The
specific aims of the work were (a) to feature a set of community of birds of the
Cerrado as environmental indicators associated with pesticides uses performing the
erythrocytes micronuclei test of the birds; (b) to assess if the micronuclei frequency
was related with the trophic guild of the birds; (c) to verify allometric relationships
between birds and the MN frequency; (d) to build with bioinformatics tools, a
phylogenetic gene tree based on mtDNA with a better way to compare, evolution
assumptions. The birds were captured in three group sizes of farms located at
Monte Carmelo, Minas Gerais, Brazil. All farms use the same classes of pesticides
but with a progressive increase of concentration and frequency of application. Blood
samples were collected in all birds collected via the metatarsal vein with a needle
and a syringe of appropriate size. After that, one or two drops of blood were smeared
on a slide to perform the staining techniques. Eighty-two individuals of 21 bird
species belonging to 11 families that were found in all study areas were used to
evaluate micronuclei (MN) frequency. Two hundred and fifty-two MN were counted
in every area of the study. The MN average count was 3/10,000 erythrocytes, and
17.1% of all bird species exhibited no MN. The average MN was 1.29 £ 0.69 in small
farms, 2.59 + 1.65 in medium farms, and 5.41 + 1.34 in large farms. Small farms
accounted for 14.3% of MN frequency, medium farms 27.8%, and large farms
57.9%. V. jacarina was the most abundant species found and displayed a sensitive
response to environmental contamination. Pesticides appear to induce MN
formation in a dose-dependent way when farms are analysed according to their
area. Therefore, biomonitoring birds remains an efficient means to detect
environmental pollutants, especially pesticides. V. jacarina responds as a sensitive
biomonitor, showing a dose-dependent response to pesticides used in coffee farms.
Due to the high diversity of birds in Brazil, we propose an alternative tool to cluster
different species of birds in the same analysis just to help in researches the need of
a cheap and fast data collection, as with the case of environmental biomonitoring
using the MN test, as the principle technique, being faster and cheaper than possibly
before. Therefore, a huge sample effort would violate these principles. V, jacarina
was the specie most frequently sampled and showed a sensitive response to
environmental contamination. Moreover, birds as biomonitors remain efficient in
detection of environmental pollutants, especially pesticides. V. jacarina acted as a
sensitive biomonitor, showed a size-dependent response to pesticides used in the
coffee farms.

Keywords: pesticides, biomarkers, genotoxicity, Volatinia jacarina, phylogenetic
tree, birds of the Cerrado.



1.  INTRODUGAO

1.1. Biomonitoramento ambiental

A capacidade de manejo dos ecossistemas esta intimamente relacionada
com o entendimento que se tem sobre a estrutura e funcionamento das
comunidades biolégicas bem como dos fatores abioticos que se interagem com as
comunidades em determinada area. Ha, portanto, diferentes atributos ambientais
que devem ser analisados para que haja uma possibilidade de melhor aplicagéao
das teorias ecoldgicas para intervir da melhor forma possivel no ambiente (PRETTI;
COGNETTI-VARRIABLE, 2001; BEGON et al., 1996).

Uma importante forma de adquirir conhecimentos ecoldgicos e sobre
potenciais poluidores ambientais de determinada area ou ecossistema consiste em
monitorar diferentes parametros ambientais. Spellerberg (1991) descreve que
monitoramento ambiental implica em mensurar temporalmente diferentes variaveis
e processos que estao relacionados com um problema em particular. Ao mensura-
las, portanto, varias agbes podem ser tomadas caso haja necessidade de
intervengdes para melhoraria da qualidade ambiental. Embora seja esclarecedora
e util a coleta de variaveis fisico-quimicas para realizar o monitoramento ambiental,
tais coletas sistematicas ao longo do tempo tornam o estudo dispendioso
economicamente. Outro fator negativo € que a analise de uma variavel é estatica.
Em outras palavras, os parametros ali estabelecidos refletem um especifico
momento no tempo e espago em que a coleta foi realizada. Entao, para verificar
quaisquer alteragdes ou realizar inferéncias, novas coletas fisico-quimicas devem

ser realizadas mediante repeticdes da amostra no tempo.

Uma alternativa importante para contornar o problema da estatica das
analises e diminuir os gastos do monitoramento ambiental € utilizar um monitor
biolégico do ambiente. Realizar o monitoramento através de um monitor bioldgico,
ou seja, biomonitorar o ambiente consiste na utilizagao regular e sistematica de um
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quanto mais cedo detectar as mudancas que poderdo afetar os individuos de
determinadas populacdes mais facil e efetivo serdo as intervencdes ao problema
ambiental. Uma populacédo inteira ndo precisa ser extinta localmente para que se

tome conhecimento de problemas ambientais.

Figura 1. Diferentes niveis de atuagdo do biomonitoramento ambiental tanto em nivel especifico,
como por exemplo os trabalhos classicos de Siebert (1916) e Clements (1920) quanto estudos
atuando em niveis subecoldgicos, como por exemplo no estudo de Souto et al. (2018) com
biomarcadores genotoxicos.



Ha, portanto, como demonstrado acima, diferentes formas de biomonitorar
0 ambiente em diferentes niveis ecologicos (espécies e populagdes). No entanto,
uma abordagem infraecolégica nos ultimos dez anos tem sido utilizada para avaliar
organismos de diferentes espécies (plantas e animais) e, entédo, detectar danos ao
DNA por meio de ensaios citogenéticos, especialmente o Teste de Micronucleo -
TMN, em plantas (CAMPOS-JUNIOR; KEER, 2009; PEREIRA, CAMPOS-JUNIOR
E MORELLI, 2013; PEREIRA; MORELLI, 2013; CAMPOS et al., 2015; CAMPOS et
al., 2016), peixes (AL-SABIT, 1995; AL-SABIT; METCALF, 1995, ANDRADE et al.,
2004, GALINDO; MOREIRA, 2009, MALIK; GANIE, 2011, MORAIS et al., 2016),
anfibios (FERNANDEZ; L’HARIDON, 1992; HATCH; BURTON, 1998; SALEH;
ZEYTNOGLU, 2001; MARQUIS et al., 2006), mamiferos (DUTTA; BAHADUR.,
2016; TORREZ-BUGARIN, 2014 e aves (STONCIUS, 2003; KURSA; BEZRUKOV,
2007; PINHATTI et al., 2006; SHEBL et al., 2010; BAESSE et al., 2015; SOUTO et
al., 2018; BAESSE et al., 2019). Micronucleos, portanto, sdo considerados
biomarcadores de danos ao DNA correlacionados a exposigédo a agentes quimicos.

As interagdes entre organismos e ambiente representam um fator-chave na
compreensao da relacido entre saude e doengcas COLBORN 2006; GOMES et al.
2017). Portanto, a exposigao a diferentes classes de agentes estressores interfere
e desajusta a homeostasia celular conduzindo o organismo a adaptagéo,
modificagdes comportamentais ou fisiolégicas, ou a morte (BEGON 2007; KUNC
2016).

1.2. Aves como biomonitoras do ambiente

As aves tém desempenhado um importante papel como bioindicadores
ambientais desde a classica utilizagao de canarios, utilizados pela primeira vez nas
minas de carvao para a detecgdo de monoxido de carbono (BURRELL; SIEBERT
1916), e predadores como aves de rapina foram analisadas como biocumuladoras
de agrotoxicos na década de 60 (MOORE, 1965).

As aves ocupam diferentes niveis troficos e, em muitos ecossistemas sao

consideradas predadoras de topo. Sendo assim, podem acumular algumas



substancias como metais pesados e agrotdxicos advindos de sua alimentagao ou
por meio da exposicdo ao ambiente contaminado. De fato, historicamente, o
declinio de aves de rapina foi correlacionado com a utilizacdo de inseticidas
organoclorados que foram encontrados principalmente na gordura e nos ovos de
Falco peregrinus, ja considerada em risco de extingdo, mas atualmente entrou na
lista de espécie de menor preocupacao pela Unido Internacional para a
Conservagao da Natureza - IUCN (WITECK,1988; BIRDLIFE INTERNATIONAL,
IUCN, 2016). A preservagao de espécies de topo € importante para a manutengao
da integridade do ecossistema uma vez que essas espécies atuam como predador-
chave, regulando toda rede de interagdes (BEGON, 1996).

A biocumulag&o na natureza ocorre em cascata (MARQUES-JUNIOR et al.,
2009) e, portanto, demanda bastante tempo para ser detectada na cadeia tréfica.
Da mesma forma, a perturbacido de ambientes naturais pode ser avaliada em
estudos populacionais que indicam a substituicdo de espécies raras especializadas
por espécies abundantes e generalistas (BEGON, 1996). No entanto, esses
estudos demandam grande esforco e tempo. Porém, pesquisas com TMN
favorecem uma resposta rapida, o que permitiria entender mais rapidamente
algumas alteragbes ambientais influenciadas, por exemplo, por insumos agricolas.
Assim, a tomada de decisdo podera ser mais rapida, favorecendo programas
educativos e de manejo ambiental.

O Brasil abriga uma das maiores biodiversidades de aves do mundo com
1.901 espécies registradas (CBRO, 2014) sendo que, em pouco mais de dez anos,
somente o Cerrado contava com 837 (44%) dos registros (SILVA, 1995;
CAVALCANTI, 1999; SILVA; BATES, 2002). Nas ultimas duas décadas, porém, a
extingdo tem se tornado um componente forte no Cerrado, segundo colocado em
numero de espécies ameacgadas e endémicas ameacadas (MARINI; GARCIA,
2005), uma vez que quase 80% de sua vegetacéo foi alterada (MYERS et al., 2000).
Sendo assim, todos os esforgos devem ser concentrados para preservar o restante

do bioma, muitas vezes altamente fragmentado.



Exceto por alguns estudos mais recentes conduzidos no Cerrado do
Triangulo Mineiro (BAESSE et al., 2015, 2019; SOUTO et al., 2018), a literatura
cientifica relacionada ao biomonitoramento ambiental utilizando a TMN em aves
ainda é relativamente escassa. Além do mais, poucos trabalhos foram realizados
no proprio ambiente natural (KURSA; BEZRUKOV, 2007) que estudaram a
Catharacta maccormicki e Larus ridibundus (STONCIUS, 2003), espécies de aves
oceanicas nao ocorrentes no Brasil. Pinhatti e colaboradores (2006) estudaram Ara
ararauna (arara-canindé) em cativeiro na cidade de Novo Hamburgo, RS e Shelb e
colaboradores (2010) estudaram galinaceos para avaliar o efeito citotdéxico da
aflatoxina, um dos mutagénicos naturais mais potentes registrados. Portanto,
verifica-se uma necessidade de realizar estudos que investiguem a ecotoxicidade
de ambientes naturais.

O TMN tem sido utilizado para analisar inumeras substancias quimicas com
potencial genotdxico, como metais pesados e agrotdxicos dispersos diretamente
no ambiente por diferentes vias. Nota-se que ha inumeras espécies utilizadas como
biomonitores mas, em especial, existem ensaios com exposi¢des controladas de
organismos modelos como é o caso de Tradescantia pallida (Tabela 1), espécie de
planta herbacea perene nativa do México e muito utilizada em projetos
paisagisticos urbanos (MBG, 2019).

Segundo relatorio de um estudo conduzido internacionalmente em 1999-
2000 por diferentes paises ligados a OECD (2002) diferentes espécies séo
utilizadas como biomonitores. No entanto, peixes constituem-se no principal grupo,
seguido das aves, para a deteccdo da toxicidade de agrotéxicos. Efeitos
genotéxicos e mutagénicos relacionados a exposicdo por agrotoxicos tém sido
relatados no mundo todo.

Em um estudo de revisdo sobre a genotoxicidade dos agrotoxicos verificou
uma associagao positiva entre a exposi¢éo ocupacional, portanto crénica, a uma
mistura de pesticidas e a presenca de aberragdes cromossdmicas, trocas de
cromatides-irmas e micronucleos para a maioria dos estudos (BOLOGNESI, 2003).
Especificamente no Brasil, Jacobsen-Pereira et al. (2018) verificaram os efeitos da
exposicao de fazendeiros no sul do Brasil a agrotoxicos e encontraram diferengas
estatisticas significativas para danos ao DNA em relagdo ao grupo controle. O
tempo médio de exposigao foi de 34,64+16,09 anos. Benedetti et al. (2013) e (2018)



analisaram 137 trabalhadores expostos a uma mistura de agrotoxicos em fazendas
de soja no Rio Grande do Sul, Brasil e, mais uma vez, demonstraram as

propriedades genotoxicas e clastogénicas desse grupo de substéncias.



Tabela 1. Diferentes substancias quimicas com efeitos genotdxicos/clastogénicos ou seus veiculos de dispersao e seus respectivos biomonitores
ambientais envolvendo Teste de Micronucleos (TMN) em diferentes espécies.

Autor(es) Titulo do trabalho Substancia Biomonitor = n-amostral Dados do artigo
ou veiculo
de
dispersao
Campos- Teste de micronucleo com  Poluicdo Tradescantia 20 Horizonte Cientifico, Uberlandia, v. 3,
Junior; Tradescantia pallida atmosférica pallida inflorescéncias n. 8, p. 1-18, 2009
Kerr aplicado ao por ponto
(2009) Biomonitoramento da
qualidade do ar da cidade de
Uberlandia.
Pereira; In situ biomonitoring of the  Poluicdo T. pallida 20 Ecotoxicology and Environmental
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1.3.  Poluicdo ambiental

O uso de componentes quimicos nas atividades humanas sao fatores de
estresse causando impacto consideravel em muitas espécies de seres vivos
(CHAPA-VARGAS et al., 2010). Dentre as substancias mais prevalentes em
nosso meio encontram-se o0s agrotoxicos, uma importante classe de agentes
estressores nas quais as populagdes mundiais tém sido cronicamente expostas

durante anos.

As alteragdes ambientais tém sido monitoradas fisicamente,
quimicamente, biologicamente ou associando essas categorias. No nivel celular,
a resposta a um agente estressor ou toxico ocorre de muitas formas, como uma
interferéncia nas vias de sinalizagdo causando uma alteragdo na atividade
celular, as quais podem ser avaliadas mediante biomarcadores mutagénicos
(BAESSE et al., 2015).

1.4. Consumo mundial de insumos agricolas

Insumo agricola é qualquer classe de substancia destinada a ser
utilizada nas etapas da cadeia de produgao de alimentos na agricultura. Segundo
Larini (1999), ha varias definicbes de classes de substancias, como é o caso de
pesticidas, termo genético relacionado ao combate de qualquer espécie
considerada praga; defensivo agricola, que se remete a defender a planta de
algum inimigo natural em potencial; e agrotoxicos relacionando todos os
produtos quimicos utilizados na agricultura de um modo geral. Por se tratar de
definigbes genéricas e arbitrarias, utilizaremos, ao longo do texto, agrotéxicos e

pesticidas como sendo sinbnimos.

A agricultura mundial esta baseada na utilizagdo, em grande quantidade,
de diferentes classes de insumos agricolas como fertilizantes, agrotéxicos e
reguladores de crescimento. Uma grande parte desse material € perdida em
varias etapas de sua aplicagdo. Em condi¢des experimentais, por exemplo, a
utilizacdo de um componente na forma de calda mostrou uma perda nas

aplicagbées na ordem de 59% a 76% (CHAIM et al., 1999a). Em culturas com



arroz irrigado, as perdas foram de aproximadamente 50% na aplicacdo de
herbicidas (PESSOA; CHAIM, 1999). Culturas de porte arbustivo apresentam
perda de agrotéxicos no solo de 35% a 49% (CHAIM et al., 1999b). Agrotoxicos,
metais pesados e nitrogénio s&o as principais fontes poluidoras do solo
(FILIZOLA et al., 2002).

Segundo a Organizagao de Agricultura e Alimentos das Nag¢des Unidas
(FAO, 2019) o uso mundial de pesticidas na ultima cresceu exponencialmente
na ultima década. Parece ter atingido a estabilidade por volta do ano de 2014
com mais de quatro trilhdes de toneladas lancadas no ambiente. O salto foi de

aproximadamente 1 trilhdo de toneladas/ano em uma década (Figura 2).
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Figura 2. Crescimento mundial de pesticidas na ultima década. Os valores do eixo “y” indicam
consumo em trilhdes. O uso médio saltou de pouco mais de 3 trilhdes de toneladas/ano para
aproximadamente 4 trilhdes de toneladas/ano. Fonte: FAO — Food and Agriculture Agriculture
Organization of the United Nations (2019). Disponivel em:
<http://www.fao.org/faostat/en/#data/RP/visualize> Acesso em: 30 de maio de 2019

Somente a Asia, fortemente influenciada pela China, contribui com o
consumo de mais de dois trilhdes de toneladas anualmente (53,9%) do consumo
mundial médio, seguido pelas Américas (30,9%), com aproximadamente dois
trilndes de toneladas anuais. Sem duvidas, a maior influéncia nas Américas € o
Brasil, terceiro maior consumidor mundial de pesticidas, com média anual de

aproximadamente 339 milhdes de toneladas/ano. No entanto, o ultimo ano de



censo (2016) o Brasil consumiu aproximadamente 378 milhdes de toneladas
(FAO, 2019).

Herbicidas e inseticidas constituem-se nas classes de pesticidas mais
utilizadas no Brasil, contando com média anual de aproximadamente 200
milhdes e 63 milhdes de toneladas, respectivamente. Fungicidas e bactericidas
também contam com expressiva utilizagdo, com aproximadamente 43,5 milhdes
de toneladas/ano. Sendo que, para essas classes de componentes, o Brasil
ocupa o primeiro lugar no ranking mundial (FAO, 2019).

As emissbes de carbono, de 1961 a 2016, na agricultura brasileira
triplicaram nesse periodo (Figura 3), e sugerem uma crescente ocupagao e uso
do solo (FAO, 2019). Os efeitos da fragmentagdo do habitat sdo extremamente
negativos, podendo acarretar perdas importantes na biodiversidade,

fragmentacao das populagdes, extingao local e etc. (BEGON et al., 2003).
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Figura 3. Emissao de di6éxido de carbono (CO2 eq) na produgao agricola brasileira no periodo
de 1961 a 2016. Fonte: FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations (2019).
Disponivel em: <http://www.fao.org/faostat/en/#compare> Acesso em: 30 de maio de 2019.

1.56.  Micronucleo (MN) como biomarcador de danos ao DNA

Aparentemente o termo que se remete a micronucleo (MN) apareceu,
pela primeira vez, como um termo médico no final do sec. XIX. Howell e Jolly
encontraram pequenas inclusbes no sangue obtidos de gatos e ratos e
perceberam, também, que em pacientes com anemia severa, eles também eram
encontrados nos eritrécitos do sangue periférico (HAYASHI, 2016). O termo MN
em si aparece, entao, na literatura cientifica, no inicio da década de 50, para
explicar, genericamente, fragmentos do nucleo, em um estudo sobre aberrag¢des
cromossOmicas induzidas por radiag&o ionizante na raiz da Leguminosa Vicia
faba (THODAY, 1951). Ainda no final da década de 50, os MNs foram utilizados
como monitores da incidéncia de radiacdo gama em V. faba (EVANS; NEARY;
WILLIAMSON, 1959).

Desde entdo, os MN tém sido utilizados como biomarcadores de
genotoxicidade e instabilidade cromoss6mica, amplamente reconhecidos, apos



protocolos para seus estudos serem mais bem estabelecidos por Boller e Schmid
(1970). Desde entédo, eles tém demonstrado uma plasticidade enorme na
utilizacdo em testes de genotoxicicidade e clastogenicidade para uma série de
substancias como os recém-elaborados nanomateriais (GONZALES; KIRSCH-
VOLDERS, 2016); efeito da exposigdo a agrotoxicos em seres humanos
(JACOBSEN-PEREIRA, et al., 2018; RUIZ-GUZMAN et al., 2017) e em aves
nativas (SOUTO, et al., 2018); e até no biomonitoramento ambiental para uma
substancia muito conhecida mas pouco estudada como potencial poluidora do
meio ambiente como é o caso da cocaina (PAROLINI et al., 2017) ou para uma
série de poluentes langados como efluentes (CAMPOS et al., 2015; MORAIS et
al., 2016); poluicdo atmosférica (CAMPOS et al., 2016); utilizagdo de larvicidas
no combate ao mosquito Aedes aegypti (PEREIRA et al., 2016), dentre outros.

Os MN originam-se de cromossomos inteiros ou de fragmentos de
cromatides (SCHMID, 1973, 1975; NORPPA; FALCK, 2003) durante o ciclo
celular (Figura 4). Schmid (1973) e (1975) ja tinham descrito que, embora o
micronucleo seja visualizado no final da divisdo celular, na telofase, sua
formacao estaria ligada a retardos nos fragmentos cromossdmicos e cromatides
céntricas pela dificuldade dos microtubulos do aparelho mitético em se prender
apropriadamente no cinetocoro do centromero (TERRADAS et al., 2010). Assim,
em continuidade do ciclo celular, apds reformacéo da carioteca, cromossomos
nao danificados e fragmentos céntricos dao lugar a um nucleo filho regular e, os
elementos que sofreram retardo também sao incluidos na célula-filha formando
um ou mais nucleos menores denominados de micronucleos (SCHMID, 1973,
1975, TERRADAS et al., 2010).
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Formacao de micronicleo (Schmid, 1975)
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Figura 4. Formacao de micronucleo no processo de divisdo celular. Em “A” divisdo em duas
células-filhas normais e em “B”, na presenga de um agente mutagénico a divisdo resultou em
uma célula normal e em outra com a presenca de dois micronucleos. O procedimento explicado
em “B” foi descrito por Schmid (1975). Fonte: Autor.

Os experimentos classicos de Schmid (1975) com mamiferos (hamster
chinés, Cricetulus griseus L.) verificaram que o principal grupo de células
presentes na medula 6ssea de mamiferos nas quais os micronucleos (MN)
podem ser mais facilmente evidenciados eram os eritroblastos. No entanto,
embora de visualizacdo mais dificil e comprometida pela presenca de nucleos

lobados, os MN também podem ser vistos nos mielobastos e mielécitos.

Segundo Heddle e Salamone (1981) em mamiferos os eritrocitos
maduros nao contém nucleo que sao expelidos apos sua formacdo na medula
Ossea entre 8-12h apds sua mitose. Por razbes ainda desconhecidas os

micronucleos permanecem no eritrécito, o que facilita sua visualizagcéo na célula.

1.6. Teste de micronucleo (TMN)

1.6.1. Detecgéo dos MNSs nos eritrocitos na hematopoiese



O Teste de Micronucleo (MNT) in vivo (BOLLER; SCHMID, 1970) foi
incialmente concebido para triar agentes quimicos com efeitos clastogénicos nos
cromossomos (Figura 5). Os primeiros testes foram conduzidos em cobaias
(hamster chinés, Cricetulus griseus L.), espécie escolhida por apresentar baixo
namero cromossémico (2n=22) o que contribui para diminuir o grau de
dificuldade das andlises citogenéticas, grande motivador para a utilizagdo do
MNT em relagao as técnicas anteriores para verificagdo de clastogenicidade e
genotoxicidade.

Os procedimentos técnicos desenvolvidos por Boller e Schmid (1970),
Schmid et al. (1971) e Schmid (1975) consistiam em tratar animais, via oral ou
intraperitoneal, com substancias com efeitos clastogénicos, ou desconhecidas,
para as quais se deseja verificar se possui efeitos clastogénicos e aneugénicos.
Tais tratamentos objetivam submeter a maior populagao de células a substancia
testada durante dois ciclos celulares (SCHMID, 1973).

Em condicbes experimentais, as classicas formas de testar uma
determinada substancia consistiam em basicamente trés formas de realizar o
desenho experimental. A primeira compreendia um unico tratamento dose-
dependente com uma série de amostras retiradas em diferentes intervalos
(HEDLLE, 1973); a segunda em realizar dois tratamentos sendo o primeiro 30h
e o0 segundo 6h antes da extragdo de uma unica amostra (MATTER; SCHMID,
1971) e, por fim, a pesquisador realizava cinco dias de tratamento sendo o ultimo
poucas horas antes da amostragem (BRUCE; HEDLLE, 1979). Como verificado
posteriormente por Heddle e Salamone (1981) administragbes de substancias
no intervalo de 8-12h ndo surtem efeitos na frequéncia de micronucleos nos
eritrocitos uma vez que seus nucleos sao expelidos apos sua formagao dentro
desse intervalo de tempo. Dessa forma os autores sugeriram mudangas nos
protocolos evitando perdas de recursos e tempo. Além disso, eles concluiram
que nao existe um unico tempo responsavel por aumentar a sensibilidade do
teste para diferentes substancias. Verificaram também que, como era esperado,

para nem todas as substincias testadas a frequéncia de micronucleos
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aumentava na mesma taxa e, administragcdes consecutivas de substancias
aumentava a frequéncia de micronucleos e, portanto, a sensibilidade do ensaio,
embora existisse casos raros em que duas aplicagdes reduziram a taxa de

micronucleos.

Posteriormente Heddle e Salamone (1981) comegaram a utilizar um
protocolo em duas fases envolvendo a retirada de multiplas amostras. Entao a
LDso%,7 (Dose letal da substancia responsavel por reduzir em 50% o numero
inicial de cobaias no experimento no intervalo de 7 dias) era estabelecida e, a
primeira fase o tratamento consistia em duas injegdes intraperitoniais de uma
substancia com 24h de intervalo entre elas na mais alta dose possivel da
substancia (80% da LDso%7) com o intuito de maximizar a resposta da
substéncia. Entdo as amostras de medula eram coletadas apos 48h, 72h e 96h
da primeira injegdo. Em caso de resposta positiva, comparada com o controle
negativo, um segundo teste era realizado. Caso a resposta desse teste fosse
igual a do primeiro teste, a substancia utilizada era confirmada como positiva
para clastogenicidade/genotoxicidade. Em seguida, um terceiro teste, controle
negativo era realizado de carater decisivo para confirmar ou néo o efeito positivo

da substancia.

Desde 1997 o TMN entrou para as Diretrizes da Organizagédo para a
Cooperacédo de Desenvolvimento Econdmico (OECD — sigla em inglés) para
realizacdo de testes em produtos quimicos as quais exibem um conjunto de
especificacoes internacionalmente. Nessas diretrizes o TMN intitulado de Teste
de Micronucleos em Eritrocitos de Mamiferos [tradugao livre] € especificado
mediante um protocolo baseado nos estudos cientificos, em especial nos
trabalhos de Schmid e colaboradores desenvolvidos na década de 70 (OECD,
2016).

1.6.2. Extragdo da medula 6ssea vermelha

Originalmente o TMN foi desenvolvido para avaliar eritrocitos presentes
na medula éssea e nao na circulagdo sanguinea (Figura 5), embora o segundo

caso tenha sido o método escolhido para avaliar a frequéncia de MN na presente



tese. A técnica original consiste em tratar as cobaias, extrair a medula éssea,
separar os eritrocitos por centrifugagao 1.000x/min.) durante cinco minutos,

retirar o sobrenatante e preparar a lamina com as células contidas no corpo de
fundo (SCHIMID et al., 1971; SCHMID, 1975).

Aplicacdo da substancia
a ser testada

Preparacio
da lamina

{

Sacrificio da cobaia
6h apés o ultimo
tratamento

t
C
.
t

Preparacio do tubo
para a centrifuga Retirada do
\J sobrenatante

5 mL de SFB

\

Extracio da medula Centrifugacio

com agulha e seringa. ’
Lavagem da medula , 1'0‘;_0:;2: por
com SFB -

5 mL de SFB
+
Células

Figura 5. Etapas do Teste de Micronucleos originalmente proposto por Boller e Schmid (1970) e
ajustado posteriormente nos anos seguintes. Fonte: Autor.

1.6.3. Preparagéo das laminas histologicas
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A lamina é preparada com uma gota do material que é depositado na
porcao final de uma lamina histologica limpa espalhando-o com auxilio de outra
ldamina em um angulo de 45°. O material € entdo separado para secar a

temperatura ambiente.

1.6.4. Coloracéo

Segundo Schmid (1975) os melhores resultados de coloragdo séo
obtidos no dia seguinte da secagem das laminas histolégicas e, caso de
coloragdo no mesmo dia as laminas podem ser rapidamente flambadas no bico
de Bunsen. Em seguida as laminas sao dispostas na bandeja para coloragéo de
laminas na posi¢ao vertical imersas em solugao de May-Gruenwald 100% por
trés minutos, transferidas para a mesma solugao diluida com agua destilada (1:1)
por dois minutos. Em seguida, as laminas sao imersas em solu¢cdo de Giemsa
diluida em agua destilada (1:6) por dez minutos, enxaguadas em agua destilada,
secas em papel filtro, limpas em metanol (por¢ao inferior da ldmina); limpas em

xileno por cinco minutos e montadas com a laminula.

1.6.5. Analise das laminas histolégicas

O primeiro passo para a andlise das laminas histolégicas consistia em
focar em uma regido da lamina com melhor qualidade onde as células
estivessem dispostas mais espalhadas, bem coradas e sem danos aparentes.
Entdo, um total de 2.000 a 5.000 eritrocitos eram examinados (magnificagéo
1.000x) buscando por micronucleos, um ou mais por célula. Em condi¢des
laboratoriais a ordem de frequéncia de micronucleos no controle foi de 3/1.000

e, um numero igual para artefatos de varias origens encontrados nas laminas.

1.6.6. Detecgao dos MNSs nos eritrécitos no sangue periférico



No inicio da década de 80 MacGregor, Werl e Gould (1980) realizaram
experimentos e perceberam que os MNs, ao contrario do que se esperava, eram
encontrados também nos eritrécitos presentes no sangue periférico. Eles
perceberam que a incidéncia de MN nos eritrocitos da corrente sanguinea era
um reflexo da extensao da clastogénese na medula 6ssea. A frequéncia de MN
na corrente sanguinea aumentava um dia apos a deteccdo de aumento da
frequéncia de MN na medula 6ssea. Entao, os autores perceberam que o TMN
poderia ser melhorado e, como consequéncia da utilizagao do sangue ao invés
da medula 6ssea, o teste também poderia ser simplificado uma vez que uma
unica gota de sangue poderia prover milhares de células a serem analisadas;
repetidas amostras poderiam ser facilmente obtidas de um unico animal sem a
necessidade de causar muitos danos ou sacrificar a cobaia. O mais interessante
€ que apenas a preparagao da lamina com a gota de sangue e sua consequente
coloragao deveria ser realizada sendo, portanto, desnecessarias a remogao do
0ss0, suspensdo da medula 6ssea e a centrifugacdo para a obtengdo dos

eritrécitos.

1.6.7. Vantagens da utilizagdo da Técnica de Micronucleo frente a outras

abordagens citogenéticas

Schmid (1973) compara o TMN com um dos testes mais convencionais
utilizados para detecgdo de danos cromossémicos (methaphase scoring)
descrevendo importantes vantagens. Embora o TMN seja menos especifico sua
aplicabilidade possui maior rapidez e facilidade na preparagao bem como maior
confiabilidade na leitura das laminas histologicas; sensibilidade alta do teste; o

teste é independente do caridtipo, diferentes espécies de mamiferos podem ser
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comparadas; o teste também é capaz de revelar disturbios no aparelho mitético

que resulta em perda cromossémica.

1.6.8. Comparando espécies: abordagem “in silico” para a continuidade ao

principio da facilidade do teste de micronucleos

Como o Brasil abriga uma das maiores biodiversidades de aves do
mundo contando com 1.901 espécies registradas (CBRO, 2014) torna-se, um
grande desafio estudos populacionais que visem, portanto, a amostragem de
apenas uma espécie de ave no ambiente natural. Os trabalhos de Schmid et al.
(1971), Schmid (1975) os pioneiros em desenvolver o TMN bem como autores
subsequentes até culminar com o protocolo para o teste de micronucleos em
eritrocitos de mamiferos elaborado pela OECD (2016) sugerem, para cobaias,
um numero de pelo menos cinco individuos a serem testados para cada
tratamento, numero minimo concordado pela maioria dos autores, inclusive para
estudos em ambientes pouco controlados que usaram cinco galinhas (Gallus
domesticus) por tratamento (SALEH; SARHAN, 2007); média de seis peixes e
camundongos analisados (GRISOLIA, 2002) e, estatisticamente possivel de
realizar comparagdes matematicas (GOTELLI; ELLISON, 2004)

Schmid (1973) aponta algumas vantagens da utilizacdo do TMN sendo
as principais: (1) a preparagao das laminas para a leitura é facil, rapida e mais
confiavel do que os métodos anteriores d