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Alterac0es eritrocitarias em anuros coletados em agrossistemas e unidade de
conservacao
Bernardes, P. R.%; Borges, R. E. ?

Os anuros séo considerados bioindicadores devido a sua alta sensibilidade a
alteracBes ambientais. O teste de microndcleo é um dos biomarcadores mais utilizados
por ser de baixo custo e de facil aplicacao, ele avalia o efeito do dano genético tanto
em humanos. O objetivo deste estudo foi analisar alteracbes eritrocitarias em
exemplares do referido grupo, comparando &rea com intenso uso de agrotdxicos e
unidade de conservagdo. Foram analisados 32 individuos de 4 espécies (8
Dendropsophus minutus, 8 Leptodactylus fuscus, 8 Boana albopunctata e 8
Physalaemus cuvieri). A andlise da frequéncia de micronucleos e demais alteracdes
nucleares foram determinadas em 1000 eritrocitos para cada individuo, com auxilio de
Microscopio Optico (objetiva de 100x). N&o houve diferenga significativa entre a
frequéncia de MNs para os ambientes, mas para células com broto nuclear foi
detectado diferenca estatistica para duas espécies de area agricola, em estudo
complementar, pode ser notada a diferenca de anormalidades entre os diferentes
ambientes.
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INTRODUCAO

Atualmente sdo descritas cerca 7638 espécies de anfibios, divididos em trés
ordens, Anura (6726), Gymnophiona (205) e Caudata (707) (FROST, 2017), sendo que
aproximadamente 32% destas estdo em perigo de extin¢do e 43% em risco (Stuart et
al., 2004). No Brasil sdo conhecidas 1039 espécies de anuros (SBH, 2016) e, segundo
a ICMBIo (2014), cerca de 41 espécies estdo ameacados.

O cerrado é o segundo maior bioma do Brasil em extensdo e um dos 34
hotsposts mundiais, devido ao grande numero de endemismo e alto grau de degradacéo
do bioma (MITTERMEIER et al. 2004). Nele s&o conhecidas 209 espécies de anuros,
sendo que 108 sdo endémicas (VALDUJO, 2012).

Os anuros, em especial, cumprem multiplos papéis nos ecossistemas e sdo 0s
vertebrados dominantes em zonas Umidas, e de fato, sdo efetivos controladores de
insetos, além de serem de elevada importancia devido a dindmica tréfica em muitas
comunidades na funcdo de presa e também predador (BLAUSTEIN et al., 1994;
URQUIZZA e CAREZZANO, 2013). Da Silva (2013) e Oliveira (2016) enfatizaram
que mesmo sendo organismos de suma importancia, vem ocorrendo declinios de
populacBes e desaparecimento de algumas espécies em ambito mundial. O declinio
populacional dos anfibios, segundo Lavilla (2001), Klink e Machado (2005) esta
relacionado as acBes antropicas, o qual tem modificado os diversos ecossistemas
naturais, levando a diminuicdo ou extincdo das espécies e dentre essas acdes podem ser
citadas o aumento da radiagdo ultravioleta, introducdo de espécies exaticas, alteragdes

climaticas, e principalmente o uso indiscriminado dos agroquimicos.

Os agrotdxicos foram desenvolvidos para que sua formulacdo quimica seja
direcionada, ou seja, seletivo a determinados tipos de insetos, animais, plantas ou
fungos; entretanto, organismos ndo alvo podem sofrer danos devido a facilidade de
dispersdo do produto no ambiente (VEIGA et al., 2006). Os praguicidas, mesmo que
em baixa concentracdo, podem vir a afetar a estrutura e funcdo das comunidades em
diferentes niveis, que podem ser de nivel molecular, at¢ mesmo a comunidades
inteiras, isso mostra que o intensivo uso destes compostos, podem ser de grande
impacto, levando diretamente a reducdo da biodiversidade (GRISOLIA, 2005). O
Brasil € o maior consumidor de biocidas na América Latina, sendo o valor estimado,
em torno de 50% do total (GARCIA, 1997), e ainda segundo a FAO (2005), fica em



quarto lugar como consumidor mundial. Através da acdo das chuvas, por lixiviagdo, ou
até mesmo aplicagcdes intencionais esses compostos podem contaminar o0s sistemas
aquaticos. Ha também o risco de atingir lencdis freaticos através da disseminacao pelo
solo, e ser encontrado na atmosfera, pelo processo de volatilizacdo (Da SILVA et al.,
2007).

A ecotoxicologia tem contribuido para a compreensdo entre a interacdo de
substancias naturais ou sintéticas em organismos vivos e 0 meio em que vivem. Para
avaliacdo do potencial risco ambiental de substancias contaminantes séo realizados os
testes de toxicidade, visto que apenas analises quimicas ndo sdo suficientes para
determinar se ha ou havera dano ambiental (COSTA, 2008).

Para avaliar o risco de populacGes naturais a exposicdo de diferentes agentes
xenobiodticos sdo utilizados biomarcadores (HOFFMAN et al., 2003). A escolha do
biomarcador ira depender da finalidade do estudo e do tipo de exposicao quimica dos
organismos avaliados e independente da sua aplicacdo eles podem ser classificados
como biomarcadores de exposicado, efeito ou de suscetibilidade. (WHO, 1991). O teste
de micronucleo € um dos biomarcadores mais utilizados por ser de baixo custo e de
facil aplicacdo, ele avalia o efeito do dano genético tanto em humanos (LUCERO et
al., 2000) como em plantas e animais (ARSLAN et al., 2009). Os micronlcleos sdo
pequenos corpos que se formam durante a mitose por fragmentos cromossémicos
acéntricos ou cromossomos que ndo se incorporam no nucleo durante a divisdo celular
(AIASSA et al., 2009). O teste ajuda na deteccdo de mutagdes cromossémicas, como
defeitos no fuso celular e outros componentes envolvidos na formagdo do fuso
(ALBERTINI et al., 2001). Este ensaio vem sendo amplamente usado em
biomonitoramentos para avaliacdo de organismos aquaticos a substancias genotoxicas,
que podem influenciar na alteracdo do DNA, visto que algumas dessas alteracbes
podem ser hereditéarias (FREIRE et al., 2008).

Por conta da permeabilidade de sua pele e seu ciclo de vida duplo, os anuros
podem ser considerados como bons indicadores de qualidade ambiental, pois tem
contato direto com agentes xenobidticos que podem alterar 0 meio em que vivem
(BLAUSTEIN et al., 2002). Neste contexto, o objetivo deste estudo foi analisar
alteragOes eritrocitarias em anuros adultos, comparando &rea com intenso uso de

agrotoxicos e unidade de conservagao.



MATERIAL E METODOS

Os animais foram coletados em dois locais: Parque Nacional das emas e
Municipio de Rio Verde, GO. O Parque Nacional das Emas localiza-se no Sudoeste do
Estado de Goids. Com uma é&rea de 132.000 hectares, abrange 0s municipios
de Mineiros, estado de Goids e Costa Rica (Mato Grosso do Sul). A vegetacdo €
composta por diferentes fitofisionomias de cerrado, como campo sujo, campo limpo,
veredas e matas ciliares (ICMBIO, 2017). Ja& o municipio de Rio Verde, tem como
principal vegetacdo, o cultivo de monocultura (soja e milho) e alguns fragmentos
florestais.

As coletas foram realizadas durante a estacdo chuvosa, entre novembro de 2016
a marco de 2017. Os anuros, quatro espécies (8 Dendropsophus minutus, 8
Leptodactylus fuscus, 8 Boana albopunctata e 8 Physalaemus cuvieri) foram coletados
por intermédio de busca ativa por sitio de vocalizacdo com auxilio de lanterna,
acondicionados em sacos plasticos e levados ao laboratério, onde foram anestesiados a
solucdo de benzocaina 5%, e amostras do tecido sanguineo foram obtidas através de
puncdo cardiaca. Foram feitos um esfregaco sanguineo por individuo, totalizando 32
amostras.

As laminas, depois de secas, foram fixadas em metanol por 3 minutos, e secas
ao ar livre por um periodo de no minimo 12 horas. Apds esta secagem as laminas
foram fixadas por imersdo em etanol absoluto por 20 minutos e armazenadas para
posteriormente serem coradas e analisadas. As laminas foram coradas com Giemsa a
10% por 20 minutos ao abrigo da luz. Apds esse prazo, as laminas foram lavadas e
deixadas para secar ao ar livre, para em seguida, realizar as analises.

A frequéncia de microndcleos e outras alteracdes nucleares foram determinadas
em 1000 eritrécitos para cada individuo com a objetiva de 100X. A partir da analise
das laminas, foram observadas as seguintes alteracBes eritrocitarias: nucleos
segmentados, células binucleadas, nucleos reniformes, micronucleos, anucleadas,
bilobuladas, broto nuclear e apoptose. A documentacdo fotografica foi seita com
camera SONY CYBER-SHOT DCS- W690 16.1 MP C/ ZOOM OPTICO que foi
acoplada ao microscépio éptico de luz. Foi feito analise estatistica atraves da Anova

fatorial pelo software Statistica.



RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca significativa entre a frequéncia de MNs para os ambientes,
mas para células com broto nuclear foi detectada diferenca estatistica (F324=4,47,
p=0,01) para duas espécies de area agricola (Physalaemus cuvieri e Boana
albopunctata) (Grafico 1). O broto nuclear ou botdo nuclear, assim como o MN,
também é considerado um marcador de dano genémico, porém ainda nédo esta explicado
como ocorre sua formacdo, a amplificacdo génica ou falha no sistema de reparo do

DNA séo algumas das possiveis causas (Fenechi et al., 2002).
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Grifico 1. Espécies de area agricola apresentam maior frequéncia de célula com
broto.

Uma analise complementar foi executada com a soma de todas as AENS
(Figura 1) incluindo MN, e uma diferenga significativa foi observada entre os
ambientes (F1,24=7.07, p=0,01) com aumento de duas vezes mais danos das AENSs em
anuros proveniente de ambiente agricola (médiatdesvio padrdo 6,19+4,04) em

comparagdo o ambiente preservado (2,88+2,90) (Grafico 2).



Figura 1. Alteragdes eritrocitarias encontradas em objetiva de 100X. A- Célula
binucleada; B- ceélula bilobulada; C-broto nuclear; D- ndcleo segmentado; E-
micronucleo; F- célula reniforme; G- célula anucleada; H- Apoptose; I- células normais.
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Gréfico 2. Frequéncia de alteracdes eritrocitarias de acordo com o ambiente.

Parque Nacional das Emas — PNE (Area Preservada) e Rio Verde Goias — RV (Area
Agricola).



A analise dos micronucleos ndo mostrou diferenca significativa entre os animais de
ecossistema natural e os de ecossistema antrdpico, resultado semelhante foi encontrado por
Rodrigues et al. (2009), onde realizaram uma comparagdo entre 0s espécimes de
Rhinella schineideri encontrados em area de conservacdo e area de agricultura, mas
ndo encontrou diferenca significativa nas alteracdes eritrocitarias, assim como
Cabagna et al., (2011) realizou pesquisa em area de conservacdo com a especie
Rhinella fernandezae, a qual ndo resultou em alteracGes nucleares significativas.

Entretanto Gongalves (2015), em amostras de girinos de Dendropsophus
minutus e Physalaemus cuvieri coletadas em areas de lavouras tiveram maiores danos
no DNA se comparados aos animais coletados em areas naturais livre de atividades de
agroecossistemas.

Da mesma forma Franca-Salgueiro (2013), através de pesquisa de rizicultura,
in situ e em laboratério aponta significativo aumento de eritrocitos micronucleados
para a espécie Lithobates catesbeianus; Moreira et al., (2012), discutem que o elevado
indice de malformaces encontrados nos espécimes de Rhinella schineideri em areas
de alto indice do uso de agrotdxicos é resultado da alteracdo de DNA comprovado pelo
teste de micronucleo.

E semelhantemente Larramendy et al., (2010) por meio de pesquisas em
laboratdério com pesticidas mais utilizados nas lavouras de monocultura na Argentina,
mostram 0 aumento no numero de micronucleos em relacdo ao grupo controle nas
larvas de Rhinella arenarum.; Pollo et al., (2015) e Caraffa et al., (2013) em estudos de
areas com diferentes graus de degradacdo também relataram a presenca de
micronucleos em Rhinella arenarum, nas areas com maior incidéncia agricola.

Ainda foi possivel verificar por meio da analise estatistica, que ndo houve
diferenca significativa entre os animais de mesma espécie, nas diferentes areas de
coleta, porém ¢é possivel verificar através do gréafico 1, que a espécie P. cuvieri,
capturado no ambiente antropico, mostrou maior quantidade de AENS, levando a
acreditar, que seja mais sensivel a alteracbes no ambiente que as outras espécies
coletadas.

A espécie P. Cuvieri vem sendo utilizada por diversos pesquisadores em testes
ecotoxicologicos, por apresentar grande dispersdo por todo o pais, porém, a maioria
destes testes vem sendo realizados em laboratério. Da Silva et., al (2013) por meio de
experimentos com o produto comercial Folisuper 600BR, observou que o composto
pode induzir danos genotdxicos a especie. No mesmo sentido Almeida (2014), avaliou



o0 efeito comportamental e morfolégico dos girinos de P. cuvieri, com o formulado
comercial Roundup Original® e comprovou alta taxa de mortalidade dos mesmaos.

Em relacdo as espécies do Parque Nacional das Emas, também ndo houve
diferenca significativa entre as espécies, mostrando até mesmo uma certa linearidade

nas anormalidades encontradas entres os organismos estudados.

CONCLUSAO

Né&o foram encontradas diferencas significativas na frequéncia de microndcleos,
porém foram encontradas diferencas significativas na quantidade de alteracdes entre 0s
diferentes ambientes, sendo que a maior incidéncia nas anormalidades foi situada nos
animais do ambiente antropico, mostrando assim, que é possivel que haja influéncia de
agentes xenobidticos no organismo dos animais coletados.

Ainda foi possivel verificar através das analises estatisticas que houve diferenca
significativa entre espécies em relacdo a células com broto nuclear.

Em sintese, podemos verificar a possibilidade de Physalaemus cuvieri e Boana
albopunctata serem incluidos como bons modelos para estudo de biomonitoramento
ecotoxicoldgico através de estudos mais aprofundados. Para melhor resultado, deve- se

se fazer um estudo com quantidade maior de individuos por espécie.
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