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Resumo

Atualmente, Brasil € o maior consumidor mundial de herbicidas. Além, o cultivo de
cana de acUcar é a pratica agricola com maios extensdo no Brasil, acompanhada por o
uso de herbicidas como atrazina (ATRZ). A metade de estes poluentes é distribuida pelo
s6, ar e lagunas, abarcando amplia diversidade de microhabitats. Os efeitos de ATRZ
tém sido muito documentados em anuros. O objetivo deste trabalho tem como objetivo
avaliar efeito do herbicida atrazina na pigmentacdo cutanea e hepética como novo
biomarcador de efeito e exposi¢cdo, assim como os parametros toxicologicos classicos
(efeitos subletais e letais) em girinos Rleschneidere P. nattereri Foram coletadas
desovas nas proximidades da cidade de Sao Jose do Rio Preto e mantidas em condi¢gbes
controladas de laboratério, posteriormente foram acondicionadas e alimentadas
(fotoperiodo 16:8; temperatura 25° C) ate alcancar o estaddio de desenvolvimento 30
segundo Gosner. Posteriormente o0s girinos foram expostos durante 48 e 96 h &
formulacdo SIPTRAN (50:100 gr ATRZ) em seis diferentes concentracdes entre 1,5 —
25 mg ATRZ/L de acordo as referéncias bibliograficas. Dez girinos foram expostos por
concentracdo usando trés replicas por grupo exposto, além foi usada agua de rede
declorinada como controle negativo. Depois de concluidos os ensaios, foram estimadas
as curvas dose-resposta e demais parametros toxicologicos para os dois tempos de
exposicdo. Foram analisados efeitos letais (mortalidade), subletais (alteracbes na
natacdo, crescimento, desenvolvimento, massa corporal, MNs e anormalidades
nucleares e presencia de anormalidades morfolégicas) e o novo biomarcador proposto:
pigmentacao extra-cutanea nos melanéforos e pigmentacédo hepatica com contagem dos
MMCs. Os dados foram analisados utilizando o método Probit, ANOVA e post hoc
Dunnett, test-t e analises de componentes principais. O valor da CL50 foi 22,18 mg/L

ATRZ em R. schneider 33,71 mg/L ATRZ enk. nattereriap0s de 96 h de exposicao.



Os resultados mostraram efeitos subletais na atividade natatéria, anormalidades
morfologicas, crescimento, aumento na freqiéncia de MNs e aumentos dos MMCs por
area do figadop0,001) enR. schneideriem tanto foram encontrados efeitos subletais

na atividade natatéria, anormalidades morfoldgicas, crescimento, massa corporal,
desenvolvimento e anormalidades nos eritrécitos com células anuclead® em
nattereri Alem disso, ndo foram observados efeitos nos melanéforos cutanéas de
schneideri (p>0,05). Com estes resultados podemos dizer que os efeitos subletais
avaliados séo biomarcadores adequados para avaliar os efeitos da exposicdo de ATRZ
em girinos deR. scheneider P. nattereri Alem do que os melanéforos ndo mostraram
diferencas, a metodologia ainda esta em desenvolvimento e aplicacdo ao menos para
este modelo de estudo. Seria importante continuar a evacuagao desta resposta devido a
que nos melanoforos viscerais tem a fungéo citoprotectora que ja foi provada. Enquanto,
confirmamos que para espécies neotropicais ATRZ produz efeitos letais e subletais e
isso efeitos sdo 0s mesmos encontrados para outras espécies avaliadas em outros
trabalhos. Nossos resultados sugerem que ATRZ é citotdxico e genotdxico. Por outro
lado, podemos assegurar que os MMCs sdo biomarcadores de efeito e exposi¢cdo apds
da exposicdo ao herbicida ATRZ. Por ultimo, consideramos necessaria melhor
regulacdo das praticas agricolas no Brasil, principalmente aquelas onde grandes
guantidades de herbicidas sdo jogadas no ambiente porque ta pondo em risco as

populacdes de anfibios locais.

Palavras chave®hinella schneidefiPhysalaemus nattereratrazina, biomarcadores,

melanomacréfagos



Abstract

Currently, Brazil is the world's largest consumer of herbicides. Besides, sugar cane
cultivation is the agricultural practice with more extension in Brazil, accompanied by
the use of herbicides as atrazine (ATRZ). Half of these pollutants is distributed in soil,
air and lagoons, covering a wide variety of microhabitats. The effects of ATRZ have
been widely documented in anurans. This study aims to evaluate the effect of ATRZ on
extra cutaneus pigmentation and liver as a new biomarker of exposure and effect, as
well as the classical toxicological parameters (sublethal and lethal effects) in tadpoles of
R. schneiderandP. nattereri Spawns were collected near the city of Sao Jose do Rio
Preto, after preparation were maintained and fed under controlled laboratory conditions
(photoperiod 16:8; temperature 25 °C) until reaching the development stage 30
described by Gosner. Later the tadpoles were exposed for 48 and 96 h to SIPTRAN
formulation (50: 100 gr ATRZ) in six different concentrations between 1.5 to 25 mg
ATRZ / L according references. Ten tadpoles were exposed for concentrations using
three replicates per treatment group, in addition were used declorinated water as
negative control. Finishing the test, the dose-response curves and other toxicological
endpoints for the two exposure times were estimated. Lethal (mortality) and sublethal
effects were analyzed (changes in swimming behavior, growth, development, body
weight, MN and nuclear abnormalities and presence of morphological abnormalities)
and the proposed new biomarker: extra cutaneous pigmentation in cutaneous
melanophores and liver pigmentation with counting of MMCs. Data were analyzed
using the Probit method, ANOVA and post-hoc Dunnett, t-test and principal
components analysis. The LC50 value was 22.18 and 33.71 mg / L ATRZ in
schneideriand P. nattereri, respectively after 96 h of exposure. The results showed

sublethal effects in the swimming activity, morphological abnormalities, growth,



increased frequency of MN and increased in MMCs by area of the liRrsohneideri

(p <0.05). On the other hand, sublethal effects were found on swimming activity,
morphological abnormalities, growth, body weight development, and abnormalities in
cells in anucleate erythrocytes wkh nattereri In addition, no effects were observed in
melanophores cutaneous Rf schneider{p> 0.05). With these results we can say that
the tested sublethal effects are indicators of ATRZ exposure in tadpolés of
scheneideriand P. nattereri Beyond what melanophores were not different, the
methodology is still in development and application at least for this study model. Will
be important to continue the evacuation of this response because in the visceral
melanophores has a cytoprotective function that has already been proven. While we
confirmed that for neotropicals species ATRZ produces lethal and sublethal effects and
that effects are the same as those for other species evaluated in other studies. Our results
suggest that ATRZ is cytotoxic and genotoxic. On the other hand, we can ensure that
the MMCs are biomarkers of effect and exposure to ATRZ herbicide. Finally, we
consider necessary better regulation of agricultural practices in Brazil especially those
where large amounts of herbicides are thrown into the environment because this

endangering the populations of local amphibians.

Keywords: Rhinella schneideyi Physalaemus nattereri atrazine, biomarkers,

melanomacrophages



ABREVIATURAS

ATRZ — Atrazina

USEPA - United States Environmental Protection Agency
SINDAG - Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola
OMS - Organizacado Mundial da Saude

IUCN — International Union for Conservation of Nature

CL50 — Concentracao Letal 50

CE50 — Concentracao Efetiva 50

NOEC — Maxima concentracdo onde ndo sao visados efeitos
LOEC — Minima concentracao onde sdo visados efeitos
MMCs — Melanomacrofagos

NN — Natagao normal

NL — Narcose leve

IN — Imoveis

MNs — Micronucleos

BNs — Binucleadas

NLBs — Nucleos lobulados

NEs — Nucleos entalhados

SNs — Eritroplastidos

PCA — Analise dos componentes principais



Introducéo

O Grupo Animal

Os anfibios anuros apresentam ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo em
todos os continentes, com excecdo da Antartica, sendo a maior diversidade observada
nas florestas tropicais (POUGHKt al 2008, DUELLMAN e TRUEB 1994).
Caracteristicas especificas, como forte dependéncia com o meio onde habita, nédo
emigram, permeabilidade cutanea a agua e eletrélitos, ovos sem casca, sao ectotérmicos,
ciclo de vida bifasico (dependente do ambiente aquético e terrestre), role nas cadeias
troficas e modos reprodutivos, torna o grupo bastante vulneravel as alteracoes
ambientais (ex. presenca de novos compostos quimicos, alteracdes dos eletrdlitos, pH e
temperatura, etc. na agua) devido as acdes antropicas degradantes como destruicéo,
alteracéo e fragmentacdo do habitat, introducdo de espécies, cambio climatico, ou até
uso de poluentes quimicos (BLAUSTEIN e KIESECKER 2002, DUELLMAN e
TRUEB 1994, RABB 1990). Pelo carater proprio e declinio populacional de certas
espécies, esses animais tém sido reconhecidos como bioindicadores de qualidade
ambiental (BLAUSTEIN e KIESECKER 2002, BLAUSTEI&t al. 1994, VITTet al

1990, WEYGOLDT 1989).

Poluentes aquaticos: A utilizacdo da Atrazina e as consequéncias para os anfibios.

O declinio global dos anfibios tem sido relatado desde 1980; no entanto é
relativamente pequeno o conhecimento sobre as populacdes dos mesmos em paises da
América do Sul (LIPSt al 2005; YOUNGet al. 2001). Ilgualmente no Brasil, onde se

verifica uma grande diversidade e endemismo de espécies, explicados pela grande



dimensao geografica e elevado niumero de ecossistemas, pouco se conhece sobre 0s
processos que causam declinio nessas populacées (ETEROVICRGAS)!

A diminuig&o global de biodiversidade, incluindo os anfibios, € atualmente uma
preocupacdo mundial (IUCN 2014). Os fatores propostos incluem patégenos,
introducdo de espécies exoticas, destruicdo de habitat, mudanca ambiental global e
contaminagdo dos ambientes (SPARLIMGal, 2010). A contaminagdo causada por
agroquimicos tem sido um dos fatores considerados como responsaveis pela diminuigdo
numérica mundial dessas populagfes e dentro das populagbes sendo uma das causas 0
uso indiscriminado de pesticidas em agroecosistemas (SPARIdN@L 2010,
BLAUSTEIN et al 2003). A USEPA define como pesticida uma sustancia o mescla de
sustancias, usada para prevenir, destruir, repelir o mitigar alguma plaga. Os tipos mais
comuns de pesticidas utilizados sao os inseticidas, herbicidas, fungicidas e rodenticidas.
Particularmente os efeitos adversos dos herbicidas estdo recebendo maior atengdo como
um potente causador do declinio destes nos ultimos anos (HAY&S2010, JONES
et al 2009, ROHR et al. 2005, HAYE& al 2002 e 2006, DAVIDSOMt al 2002,
SPARLING et al 2001). Além disso, 0s anuros possuem caracteristicas, tais como um
ciclo de vida bifasico (geralmente apresentando girinos aquaticos e adultos terrestres),
pele permedvel, desenvolvimento indireto, com larvas aquéaticas que 0s tornam
particularmente sensiveis a exposicao de poluentes aquéticos e constituem importantes
elos nas redes troficas, assim, devido a estas caracteristicas, estes organismos tém sido
propostos como bons indicadores de controle da qualidade ambiental (STEBBINS e
COHEN 1995). Os sistemas biologicos, sédo o alvo para a ac¢do de substancias téxicas,
que fornecem indicagcbes importantes que ndo esta prontamente disponivel a partir da
analise quimica das amostras ambientais e, portanto, podem ser utilizados como

ferramentas de diagndstico para a gestdo ambiental integrada. Portanto, é importante



que a avaliagdo de respostas bioldégicas na biota natura seja parte integrante das
avaliacOes de risco e perigo (JHA 2008). Dessa maneira, o entendimento de como a
contaminacdo do ambiente afeta comunidades ecoldgicas € um grande desafio atual
(GIAGNESSI e REIGNER 2006 a,b, JONESal 2004). Na ultima década, o uso de
indicadores biolégicos tem aumentado com o intuito de investigar a poluicdo ambiental
(WHITFIELD 2001).

Ainda relacionado as questbes ambientais, o ambiente aquatico também
apresenta uma grande vulnerabilidade, tendo a agricultura papel de destaque como uma
das principais atividades humanas que contribui para 0 aumento da polui¢cdo, devido a
utilizagéo de pesticidas. Essas substancias, dentre os poluentes ambientais, tém recebido
recente atencdo pelo seu potencial em alterar populacbes e o dinamismo entre
comunidades (RELYEA e HOVERMAN 2005).

As maiores partes dos herbicidas e inseticidas tornaram-se poluentes comuns nas
aguas superficiais por causa da sua grande aplicacdo na agricultura e em zonas
habitacionais (LIUet al. 2008). Herbicidas, como a atrazina (ATRZ), podem ser
encontrados em areas alagaveis e os dados atuais tém levantado novas preocupacdes
para os anfibios em relacdo a presenca da ATRZ no ambiente. Particularmente, ATRZ
pode ser encontrada em mais de 1 pug/L logo das precipitagdes em localidades onde nao
€ usada e até 40 ppb na precipitacdo em &reas agricolas e estas doses eficazes (0,1 ppb
para a producédo de hermafroditas e 1 ppb para a reducdo no tamanho da laringe) sao
ecologicamente relevante (HAYES et 2002).

Dentre uma gama de pesticidas utilizados em plantacfes agricolas, a ATRZ (2-
chloro-4-(ethylamino)-6-(isopropylamino)-s-triazine) é um dos herbicidas mais
utilizados no mundo e dos mais comuns poluentes em aguas subterraneas e superficiais

(U.S. Environmental Protection Agency (EPA) 1994). A ATRZ é utilizada para controle



de gramineas e folhas largas em milho, sorgo e mesmo em cana de acglcar em algumas
situagOes (EXTOXNET 1988), monoculturas amplamente exploradas no Brasil.

A utilizacdo desse herbicida em solos agricolas tem sido alvo de muitas
investigacdes que procuram esclarecer seus efeitos na fauna (EIJSACKERS e VAN
DER DRIFT 1976). Subagja e Snider (1981) e Metal. (1987) encontraram efeito
negativo na reproducdo, sensitividade espécie-especifica, e efeitos letais dose-
dependentes. Particularmente, os efeitos de herbicidas & base de atrazina j4 foram
mensurados por alguns pesquisadores em diversos anfibios (SPARLIALG2010,

KLOAS et al. 2009, ROHR et al. 2005, HAYES et al. 2006 e 2010, COADxI

2004, CARRet al. 2003, HAYESet al 2002 e 2003, ALLRAN e KARASOV 2001,
HOWE et al 1998). Em tanto os efeitos nas gonadas dos anuros foi amplamente
registrado, encontrando presencia de multiplas gbnadas e hermafroditismo com
multiplas testes e ovarios Xenopus laevigHAYES et al 2002), anomalias nas
gbnadas (CARRt al 2003), desenvolvimento gonadal retardado (disgenesia gonadal) e
desencadeia a ovogénese testicular (hermafroditismd)itaobates pipiengHAYES

et al 2003) em tantd.. clamitans nas concentragcdes de atrazina ambientalmente
relevantes, nao prejudica o crescimento ou o desenvolvimento reprodutivo (C&ADY

al. 2004). Outros efeitos encontrados em anuros foram no crescimento larval com
diminuicdo do tamanho em aqueles girinos expostos, efeitos no desenvolvimento com
retraco no tempo da metamorfose e produz efeitos como desmasculinizagcdo dos machos
com a castracdo quimica e feminizacdo, sendo um importante disruptor endécrino e
pudendo levar as populacdes para ndo completar a diferenciagcdo sexual apOs da
metamorfose (CARRet al 2003; HAYESet al 2006) e outros efeitos incluem
testosterona diminuida, espermatogénese reduzida, supressdo do comportamento de

copulacéo e diminuicdo da fertilidade (HAYESal 2010). Em anos recentes, 0 uso



generalizado da ATRZ tem levantado algumas preocupacbes, por diversas razoes,
incluindo os efeitos adversos nos organismos aquaticos (PAN, 2009, SOL@IVEDN

1996). Outro fator preocupante estd vinculado ao pico de uso desse herbicida que

coincide com o periodo de reproducéo dos anfibios porque ATRZ é aplicada quando o

solo é lavrado, de tal forma que os niveis sdo mais elevados durante chuvas de
primavera. Este padrdo de aplicacdo coloca os anfibios em grande risco, porque os mais
altos niveis de ATRZ tém coincidéncia com a época de reproducao para os anfibios que
ocorre durante o comego da primavera até finais do verdo (HAMES., 2002;

ALLRAN e KARASOQV 2001, HOWE et a) 1998, SOLOMON et al., 1996).

Como resultado do consumo e uso abusivo da ATRZ, alguns estudos tém sido
conduzidos para investigar a acdo do herbicida no desenvolvimento larval, incluindo
alteragbes no crescimento, metamorfose e diferenciagédo das gonadas (HAJES
2002). No entanto, quase nada se sabe sobre esses efeitos em espécies do Brasil. Os
ensaios ecotoxicoldgicos permitem avaliar os efeitos toxicos de uma substancia ou de
uma mistura complexa em organismos aquaticos (WALKERI. 2006, NATALEet

al. 2006, CASTILLO MORALES 2004, COONEY 1995).

Biomarcadores como sinais de alerta aos efeitos adversos dos toxicos

As analises com biomarcadores tém sido utilizados com sucesso em programas
de biomonitoramento. Eles servem como um sistema de alerta para a presenca de
compostos poluentes porque as respostas de biomarcadores aparecem antes que 0S
danos irreversiveis ocorram no ecossistema (JOSENRE 2015). Os biomarcadores
sao repostas bioldgicas a nivel molecular-genético, bioquimico, fisiologico e histoldgico
dos organismos para avaliar a exposicdo aos toxicos. Estes parametros podem ser

mensurados para serem utilizados como sinais de alerta inicial que permitam detectar

10



efeitos negativos nos organismos modelos, induzidos por um poluente aquatico em
tempos curtos e baixas concentragfes, antes que sejam irreversiveis. Sendo entéo
consideradas importantes ferramentas que contribuem para fundamentar a tomada de
decisbes para gestédo e protecdo ambiental (SPARENG. 2010). Normalmente, a

critica da aplicagédo dos biomarcadores nos diferentes niveis normalmente é pela falta de
correlagbes entre diferentes biomarcadores em condigcbes experimentais individuais.
Mesmo assim, € importante utilizar diferentes biomarcadores porque podem nao sempre
estar vinculados ou correlacionados devido a que poderia houver alguns valores de
atenuacdo o de umbral nos diferentes niveis de organizacdo bioldgica, o seja, cada
biomarcador poderia responder diferente segundo o nivel de organizacdo biolégica que
se considere (JHAet al 2008). Particularmente, sdo conhecidos dois tipos de
biomarcadores, efeito e exposicdo. Os biomarcadores de exposicdo sdo aqueles que
indicam que ocorreu a exposicdo e que o0 poluente esta biodisponivel. A resposta pode
ser devida aos poluentes mesmo ou metabolitos resultantes da interacdo do poluente
com compostos enddgenos nos 6rgaos do organismo. Por outro lado, os biomarcadores
de efeitos estéo indicando altera¢cdes em niveis bioquimicos, fisiolégicos ou genéticos e
dependendo da magnitude pode provocar danos ou enfermidades. Estes biomarcadores
podem revelar o sitio alvo dos poluentes. Por tanto, os biomarcadores de exposicao e
efeito sdo uma parte fundamental nas andlises das relagcdes entre 0os poluentes no meio
ambiente, na incorporacdo pelos organismos e na acdo toxica ou efeito sobre eles
mesmos. Biomarcadores de exposicao, efeito e susceptibilidade sdo necessarios para
ligar a presenca de poluentes no ambiente com a sua agdo em um organismo. Ainda
nesse contexto, os biomarcadores podem ajudar a avaliar o estado de salude das
populacdes de anfibios, atuando como parametros finais e subletais da intoxicacao

(VENTURINO et al 2003, JHAet al 2008). Ainda bem que existem essas ferramentas
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efetivas como sdo os biomarcadores de efeito e exposi¢cdo, atualmente é preciso
desenvolvimento de novos biomarcadores com maior sensibilidade, precisdo e
informacdo rapida apds da exposicdo e acdo dos estressores ambientais e
particularmente dos pesticidas usados no ambiente éitdA 2008). Em funcéo disso

tentamos investigar e propor um novo biomarcador para avaliar os efeitos de herbicidas,
com a analise do sistema pigmentar extracutaneo e especificamente nos 06rgaos

hematopoiéticos como baco e figado, onde residem os melanomacréfagos (MMCs).

Biomarcadores individuais

Avaliacdes da saude incluem fisica, pés-morte, e os exames histopatoldgicos; contagens
completos perfis hematolégicos e bioquimicos sanguineos, e as taxas de micronucleos
em eritrocitos; parasitologia; perfis de ADN, conteludo e variabilidade tamanha do
genoma em nucleos de eritrocitos; atividade da colinesterase cerebral;, e as
concentracdes de contaminantes em muitos espécimes (OUERLRBIT 1997). Os
pesticidas podem causar uma reducéo da populacdo por um efeito subletal, tal como
uma alteracdo no comportamento, bem como através de uma acao direta letal (COOKE
1970). O estudo do comportamento fornece mudltiplas abordagens de quantificar as
respostas de organismos contaminados (BROOMHALL 2004; DENOEL et al. 2010). O
uso de biomarcadores de comportamento tem-se lentamente integrados em toxicologia
aguatica porque, até recentemente, houve uma ma compreensdo sobre como as
mudancas no comportamento podem ter correlagio com as concentracoes
ecologicamente relevantes dos poluentes e sobre a sua utilidade na avaliacdo de risco
ecoldgicoDe fato, a contaminacdo ambiental nos ecossistemas naturais freqientemente

ocorre em concentracoes inferiores de aqueles que causam mortalidade significativa.
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Além, comportamento tem conexdo com a funcao fisiolégica até processos ecoldgicos,
os indicadores comportamentais de toxicidade parecem ideais para avaliagdo dos efeitos
dos poluentes sobre populacdes larvas de anuros aquaticos (PEETZER2013).
Recentemente, varios estudos tém enfatizado e demonstrado a importancia do uso de
efeitos na natacdo (especificamente comportamentais) como biomarcadores de
exposicdo a pesticidas (BRUNELEt al 2009, DENOELet al. 2010, DENOELet al

2012, PELTZER et al. 2013).

Os pesticidas podem ter muitos efeitos adversos sobre anfibios, incluindo diminuicdo do
crescimento e as taxas de desenvolvimento, aumento da incidéncia de anomalias
externas, potencial reprodutivo prejudicado e morte. Podem também interagir com
outros fatores para alterar a mortalidade (SPARLING E FELLERS 2009). Nesse
contexto, outro biomarcador importante avaliado nas pesquisas € massa corporal e
consequentemente o crescimento dos girinos em contato com o0s poluentes.
Particularmente, a exposicdo das comunidades aquaticas aos pesticidas aumenta a
competicdo pelo alimento restante, forca para girinos recorrer a fontes alimentares
potencialmente menos desejaveis, e retarda o crescimento (D#ABIA2000). Varios
estudos avaliaram os efeitos dos pesticidas sobre a massa corporal dos girinos e foi
encontrado que produzem efeitos adversos com diminuicdo da massa corporal e
consequentemente a diminuicdo no crescimento (DIAMtAl. 2000, CARRet al.

2003, BRODEUR et al. 2009, SPARLING E FELERS 2009). Por outro lado, os efeitos
da predacdo na regulacdo populacdes de anuros de larvas sdo processos substanciais.
Portanto, si existe problemas na taxa de crescimento, provavelmente tera um efeito
profundo sobre o role nas cadeias troficas e na aptiddao dos anfibios, o tamanho da

populacao, e estabilidade (DIANA et al. 2000).
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A ocorréncia de excepcionalmente altas frequéncias de anormalidades morfoldgicas em
populacdes de anfibios naturais tem recebido atencdo consideravel nos dltimos anos
(PIHA et al. 2006). Durante os anos 1990, tornou-se claro que a diversidade e estado de
anfibios foram mudando rapidamente, com declinios substanciais em populacdes de
anfibios em muitas regifes. Assim houve, também, uma preocupacéo generalizada em
relacdo a possiveis aumentos na prevaléncia de anomalias do desenvolvimento e
malformagbes em anfibios. Neste sentido, as anormalidades em anfibios poderiam
apresentar uma resposta subletais de um produto quimico téxico em seu habitat
(SPARLING et al 2010). Grandes avancos foram feitos na compreensdo destes
problemas desde 1999 e varias anormalidades foram observadas nos experimentos de
laborat6rio e campo de contaminantes aquaticos (PELT&ZER 2011, SPARLINGet

al. 2010, BRUNELLIet al 2009, GURUSHANKARAet al 2007, PIHAet al 2006,

HAYES et al 2002, HARRIS et al. 2000, BRITSON E THRELKELD 1998, HARRIS

et al 1998a, OUELLETet al 1997, ALVAREZ et al. 1995, COOKE 1972
particularmente concentracdes relativamente baixas agroquimicos podem ser
relacionadas com anomalias em anfibios (COOKE 1972, OUEIdtET 1997). Neste
contexto, ha muita evidéncia para mostrar que os produtos quimicos sintéticos tém
efeitos profundos graves sobre anfibios, que podem incluir malformacdes graves
morfologicas, bem como avarias bioquimicas e fisiolégicas, que reduzem a aptidao ou

levar a morte (LANOO et ak012).

Biomarcadores genéticos

O ambiente aquético recebe uma grande proporcdo de pesticidas que possam ser

potencialmente genotdxico e carcinogénico. Varias investigacfes demonstraram que 0s
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compostos aditivos presentes em formulagdes comerciais de pesticidas tém a capacidade
de induzir toxicidade celular, incluindo genotoxicidade e genotoxicidade nos
organismos nado-alvo que estdo expostos. Desde ha mais de uma década, varios grupos
de pesquisa no mundo foram para avaliar comparativamente os efeitos genotéxicos e
citotoxicos exercidos por varios pesticidas (RALPH E PETRAS 1997, 1998,
CLEMENTS et al 1997, MOUCHET et al 2006, 2013, YIN 2008, 2009,
LARRAMENDY et al 2014). Isso criou um nicho essencial e merecido para
toxicologia genética dentro do campo da ecotoxicologia, também chamada
ecotoxicologia genética para avaliar os efeitos diretos ou indiretos de poluentes no
material genético. Claramente, as avaliacdes de genotoxicidade em células sométicas e
germinativas de biota natural sdo de suma importancia. A troca de crométides irmas
(SCE), a progressao do ciclo celular (CCP), aberragdes cromossdmicas estruturais (CA),
ensaio de eletroforese em gel de célula Unica ou cometa (SCGE), micronucleos e
anormalidades nucleares (MN), indice mitético (MI), e vermelho neutro (NR) séo
bioensaios utilizados como parametros para avaliar geno- e cito-toxicidade. Os efeitos
genotdxicos de poluentes podem ocorrer em concentracfes de poluentes celulares bem
abaixo daqueles que causam toxicidade grave, 0 que torna este instrumento
particularmente 0til para detectar os primeiros efeitos de agentes toxicos ambientais. O
teste de micronucleos (MN) é um ensaio rapido, eficaz e de baixo custo para determinar
a mutagenicidade em varios tipos de células. Os microndcleos séo derivados a partir de
fragmentos de cromossomas ou de cromossomos inteiros que ndo migram para o nucleo
principal durante a divisdo celular processo chamado clastogenesis. Outras
anormalidades nucleares decorrentes de uma lesdo semelhante e pode ser levado em
conta para avaliar a exposi¢cao dos organismos a contaminantes genotéxicos (JOSENDE

et al 2015). O material genético, se nao for reparado ou ocorre perdida, o0 dano genético
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tera efeitos sobre a aptiddo imediata, bem como sobre o sucesso reprodutivo dos
organismos expostos. Isto acabara por levar a efeitos adversos sobre a sobrevivéncia da
populacdo em longo prazo e, portanto, a deterioracao da qualidade do ecossistema (JHA
2008). Particularmente, em espécies de anuros neotropicais, algumas pesquisas
avaliaram pelo ensaio cometa e de micronucleos os efeitos dos pesticidas em células
circulantes do sangue de girinos (RUIZ-ARCAU&Eal 2014, PEREZ-IGLESIASt

al. 2014, NIKOLOFFet al 2014, VERA-CANDIOTIet al 2010, LAJMANOVICHet

al. 2015, 2014, 2005). Em tanto os anfibios sdo verdadeiramente espetaculares na
América do Sul, com 95% da fauna de anfibios do continente, seria importante
aumentar o numero das pesquisas sob genotoxicidad e da ecotoxicologia, devido a
efeitos dos contaminantes ambientais ao fim de vislumbrar os efeitos futuros destes nas

populacdes de anfibios.

Novos biomarcadore® Sistema Pigmentar Extracutaneo

Os anfibios, como demais vertebrados ectotérmicos, compartilham a existéncia
de um sistema pigmentar extracutaneo, constituido por células com o citoplasma repleto
de melanina, em varios tecidos e 6rgdos (GALLGHA. 2002). Ha referéncias dessas
células contendo melanina em algumas visceras de peixes (JORDABICAY 2008,

AGIUS e ROBERTS 2003, HERRAEZ e ZAPATA 1991, ZUASIal, 1990, AGIUS
e AGBEDE 1984, AGIUS 1980), em salamandras (PRELOVISEK e BULOG 2003,
TREVISAN et al. 1991, PEDERZOLI e TREVISAN 1990), em anuros (MORESCO e
OLIVEIRA 2009, ZIERI et al. 2007, OLIVEIRA et al. 2007, OLIVEIRA e ZIERI
2005, OLIVEIRA et al. 2003 e 2002, GALLONEet al. 2002, BARNI et al. 2002 e

1999, ZUASTI et al. 1998, AKULENKO 1998) e em répteis
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(GOPALAKRISHNAKONE 1986, CICERCet al. 1989, CHRISTIANSEMt al. 1996,

RUND et al. 1998, JOHNSONt al. 1999). Estes pigmentos melanicos que constituem

0 sistema pigmentar extracutaneo estao freqientemente presentes no figado, baco, rins,
peritbnio, pulmdo, coragdo, vasos sanguineos, timo, gbnadas e meninges (FRANCO-
BELUSSI et al.2009b, MORESCO e OLIVEIRA 2009, ZIERLt al.2007, BAGNARA

e MATSUMOTO 2006, GALLONE et al2002, ZUASTI et al.1998, CHRISTIANSEN

et al. 1996, ZUASTIet al. 1990, AGIUS e AGBEDE 1984, AGIUS 1980). De modo
particular para algumas espécies, células pigmentares também podem ser observadas em
pequena propor¢cdo no 6rgdo de Bidder Rignella ornata (=Bufo crucifej ou
(Chaunnus ornatys(Bufonidae) (OLIVEIRAet al 2003), sendo também relatadas em
testiculos de Rhinella schneid@MORESCO e OLIVEIRA 2009).

Essa pigmentacdo tem sido utilizada como um importante carater fenotipico na
taxonomia e filogenia de Dendrobatidae (GRA&tTal. 2006), sendo também utilizada
por Franco-Belussiet al (2009) para distinguir representantes das familias
Leptodactylidae e Leiuperidae. Recentemente foi ainda descrito um componente
filogenético desta pigmentacao visceral em anuros, proposta por Rrbaktg2012).

Essas células, descritas na epiderme e em diversos 6rgdos sdo semelhantes a
melandcitos (ZUASTIet al. 1998, AGIUS e AGBEDE 1984) provenientes da crista
neural ectodérmica (SICHEEt al. 1997), sendo capazes de produzir e armazenar
melanina em seu interior (AGIUS e ROBERTS 2003).

Sao também encontrados, em 6rgdos com fungcdo hematopoiéticas, outros tipos
celulares com atividade fagocitica, semelhantes a macréfagos (AGIUS 1980),
originados de células tronco hematopoiéticas (SICHELal. 1997), os quais
frequentemente se agregam formando nédulos pigmentados denominados de centro de

melanomacréfagos (AGIUS 1981). Esses centros sdo constituintes do sistema

17



fagocitario mononuclear, possuindo funcdes relativas a sua estrutura e fisiologia. A
principal funcdo estéd relacionada com a fagocitose de material celular oriundo do
catabolismo (ELLISet al. 1976), sugerindo que esses centros Sao responsaveis pela
detoxificagdo ou reciclagem de produtos tanto endogenos, quanto exdgenos
(HERRAEZ e ZAPATA 1986); atuando ainda na resisténcia contra patogenos
bacterianos e esporos parasitas (ROBERTS 1975); sua acdo também esta relacionada
com a estocagem do ferro apds a eritrofagocitose (AGIUS e ROBERTS 2003). A
presenca dos MMCs é relatada no bacgo, figado e rins; apresentam granulos em seus
citoplasmas contendo substancias como melanina, hemosiderina e lipofuscina, as quais
séo derivadas da degradacdo de material celular fagocitado (HERRAEZ e ZAPATA
1991, AGIUS e AGBEDE 1984).

A melanina é um polimero complexo que pode absorver e neutralizar radicais
livres, cations e outros agentes potencialmente téxicos, derivados da degradacédo de
material celular fagocitado (ZUASTt al. 1989). E importante para os ectotérmicos
contra componentes bacterianos devido a acdo da hidrogeno-peroxidase e suas quinonas
precursoras, as quais agem como bactericida, favorecendo as atividades enzimaticas,
gue podem ser restritas em baixas temperaturas (CHRISTIANS&EN1996).

A hemosiderina € um composto de ferro e proteinas derivadas do catabolismo da
hemoglobina dos eritrcitos e, consequentemente, um produto metabdlico intermediario
gue ocorre durante a reciclagem dos componentes na eritropoiese (KRANS 1989). Ja a
lipofuscina é resultante da polimerizagdo oxidativa de acidos graxos poliinsaturados,
sendo acumulada em vertebrados aquaticos como resultados de dietas alimentares
deficientes (PICKFORD 1953).

O papel funcional das células pigmentares nos 6érgdos viscerais dos vertebrados

ectotérmicos ainda ndo estd definido, havendo vérias hipoteses (GALEDMNE
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2002), dentre elas, fungdes citoprotectoras relacionadas aos radicais livres (MCGRAW
2005) e processos de detoxificacdo de poluentes (FENO&LAD2005); sendo ainda
demonstrado um aumento na quantidade de melanina no figado, conjuntamente com
modificacdes metabdlicas e estruturais das células hepatic®elephylax lessonae
durante o inverno (BARNEt al. 1999). Ainda com relacdo ao figado, o aumento da
pigmentacdo pode estar relacionado com a hemocaterese (KALASHNIKOVA 1992,
CICEROet al. 1977); e em salamandras, a ativacdo da melanogénese hepatica pode
estar relacionada com a hipoxia (FRANGIG#tlal 2000); j& com relacdo aos centros

de melanomacréfagos em peixes, o aumento de pigmentos melanicos tem sido

relacionado com patologias (ROBERTS 1975).

Os melanomacréfagos podem ainda ser usados como biomarcadores da
exposicao a poluentes em peixes (COUILLARD e HODSON 1996, KigtAdN 1994),
onde ha um aumento da densidade desse tipo celular em animais expostos a poluentes,
sendo também observado aumento da hemosiderina e lipofuscina no interior dos

melanomacréfagos (COUILLARD e HODSON 1996).

Espécies de estudo

Uma das espécies escolhidas Rtiinella schneider{Anura: Bufonidae), descrita por

Werner (1894) (Figura 1a). Esta amplamente distribuida por ambientes tipicamente ndo-
florestais, € encontrada em varios biomas, incluindo o Chaco-Pantanal, Cerrado e
Caatinga; porém também ocorre em regides da Floresta Atlantica, ocupando desde
pequenos fragmentos até grandes areas florestais, embora comumente ocorra em
agroecossistemas e areas urbanizadas e as populacbes ndo estariam ameacadas de
extingcdo (IUCN 2014). Distribui-se por todas as regides brasileiras, exceto na regido

Norte, além do Paraguai, partes da Argentina, Bolivia e Uruguai (FROST 2014). A
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atividade reprodutiva dessa espécie ocorre em agudes e represas perenes ou com grande
resisténcia ao dessecamento (TOLEBOal 2003). A espécie possui reproducdo
explosiva, freqlientemente ocorrendo no fim da estacéo seca e fria e inicio da estacéo
chuvosa e quente (TOLEDE&t al. 2003, VASCONCELOS e ROSSA-FERES 2005).

Sob as particularidades e classificacdo dos girinos desta espécie Rossa-Feres e Nomura
(2006) fizeram uma descricdo detalhada onde girinos em estadios entre 34 e 40
(segundo GOSNER), entre outras coisas, caracterizam-se por ser muito pigmentados,

apresentarem um comprimento total 24,31 + 1,26 mm e corpo deprimido.

Figura la. Adulto de R. schneideffioto esquerda). Girino de R. schneidéoio direita:
tomada de Rossa-Feres e Nomura 2006).

A outra espécie escolhida fBhysalaemus nattere(Anura: Leptodactylidae),

descrita por Steindachner (1863). E uma espécie fossorial tipica e temporal, com 6tima
adaptacao para o clima continental semi-arido. Habita savana e pastagem no bioma
Cerrado, e ocorre no chdo perto dos corpos de agua permanentes e temporarios, tais
como lagos e pantanos, onde também elas se reproduzem. Alem de ser comum nessas
regiones, ela ndo se adaptam bem a perturbacdo antropica e, por isso, suas populacdes
tdo tendendo a uma diminuicdo (IUCN 2014). Distribui-se pelo centro e sudeste de
Brasil, este de Paraguai e Bolivia (FROST 2014). Tem uma reproducao explosiva, 0s

machos agregam-se e vocalizam em arenas, no interior de corpos d'agua,
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principalmente no inicio da estacdo chuvosa. O amplexo é axilar e 0s ovos séo
depositados em ninhos de espumas, sobre a agua (BAST&003). Também, as
caracteristicas morfologicas para descricdo e identificacdo dos girinos em estadios entre
34 e 40 (segundo GOSNER) Henattereriforam realizadas por Rossa-Feres e Nomura
(2006) destacando que o tamanho é aproximadamente 32,64 + 1,02 mm, com corpo

globular e apresenta uma coloragcdo marrom translucida (Figura 1b).

Figura 1b. Adulto deP. nattereri(foto esquerda). Girino de. nattereri(foto direita: tomada
de Rossa-Feres e Nomura 2006).

Justificativa e Relevancia ao Tema

Na ultima década, o Brasil tem apresentado um quadro assustador no consumo de
agrotoxicos (LONDRES 2011), particularmente no uso da ATRZ (KNIGHT 1997). O
SINDAG (Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola) mostrou
gue para os Ultimos anos a venda de poluentes agricolas aumentou abruptamente no
Brasil e tornou-se o maior consumidor mundial (LONDRES 2011). O fato mais
preocupante é que, na pratica, apenas uma parte dos agrotdxicos aplicados sobre
lavouras se deposita sobre as plantas. Segundo pesquisas realizadas pela Embrapa Meio
Ambiente, em média apenas metade desses compostos atinge o alvo (CHAIM 2003), o

restante € lixiviado para o solo ou segue pelos ares poluido uma diversidade de
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microhabitats (KNIGHT 1997), incluindo lagos e lagoas localizadas nas proximidades
das lavouras. E justamente nesses habitats que residem muitas espécies de anfibios
anuros, como &hinella schineideri e Physalaemus nattereri.

Enquanto os pesticidas tém o potencial de afetar ambientes aquaticos, os
impactos sobre os anfibios apresentam particular preocupacao na ultima década, devido
ao declinio global aparente de muitas espécies (SPAREINGR010, KIESECKERet
al 2001, HOULIHAN et al 2001, STEBBINS e COHENS 1995, ALFORD e
RICHARDS 1999, BLAUSTEIN e WAKE 1990). A lista de possiveis causas para o
declinio dos anfibios € numerosa, sendo o0s pesticidas apontados como maiores
contribuintes para esse declinio, uma vez que ocorrem no habitat desse grupo
(SPARLINGet al. 2010, STEBBINS e COHENS 2000, LENO#&Ral. 1999, HARRIS
et al 1998)

Seguindo registros que mencionam a ATRZ como 0 pesticida mais utilizado
mundialmente (STEINBER®t al 1995) e comumente detectado nos solos e em corpos
d"agua (SOLOMONMet al. 1995, RUDOLPH e GOSS 1993), esse trabalho visa observar
os efeitos do herbicida Atrazina no desenvolvimento larval e na pigmentacdo visceral
dos anurosR. schneideri e P. nattereriestabelecendo aos MMCs o status de
biomarcadores ambientais para anuros, uma vez que ja sao utilizados como
biomarcadores de contaminacéo e estresse ambiental para peixes @{AN994,

COUILLARD e HODSON 1996) e anuros (SANTOS et al. 2014).

Objetivo Geral

Avaliar efeito do herbicida atrazina na pigmentacdo cutanea e hepética, assim como 0s

efeitos subletais e letais classicos em girinoR.dechneidere P. nattereri
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Objetivos Especificos

v' Analisar efeito da atrazina nos melanoforos (pigmentagdo cutanea) dos girinos

das duas espécies.

v'Avaliar histologicamente a resposta dos melanomacréfagos (pigmentacéo

hepética) como biomarcador frente ao uso da atrazina nas duas espécies.

v'Avaliar efeitos toxicoldgicos classicos (letais e subletais) como mortalidade,
comportamento, crescimento, desenvolvimento e presenca de anormalidades,
massa dos girinos e genotoxicidade por meio de micronucleos e anormalidades

nucleares.

v' Relacionar os possiveis efeitos na pigmentacdo com os efeitos toxicol6gicos

classicos logo da exposi¢cao aguda ao atrazina.

Material e Métodos

Todos os animais foram coletados sob licenca n.18573-1, autorizada pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e
eutanasiados de acordo com as recomendacdes do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

Manejo de organismosOs girinos foram obtidos de desovas tanto Rhinella
schneideri (Bufonidae) como enPhysalaemus natterer(Leptodactylidae). Foram
coletados em lagoas temporarias e permanentes na regido de Sao José do Rio Preto, SP
(20° 47 07.05"S; 49° 0242.09"W) As desovas foram transportadas até o laboratorio

(Laboratdrio de Anatomia Comparada do IBILCE — UNESP) e logo aclimatizadas a
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16/8 h ciclo luz/obscuro em aquarios com 25°C e &gua declorinada com areacao
artificial. Os parametros fisico-quimicos da agua foram aproximadamente de

temperatura 25.0 = 1°C; pH 8.0 £ 0.1; oxigénio dissolvido, 7.0 + 0.3 mg/L e

+

condutividade 680 + 15.0S/cm. Os ovos foram mantidos até alcangar o estslio
segundo Gosner, hesse momento 0s girinos permaneceram alimentados com escamas do
peixes (o alimento foi renovado regularmente junto com o acondicionamento dos
aquérios) até alcancar o estadio 30 (entre 28-30) segundo Gosner onde foram
comecados os procedimentos experimentais. Depois, 0s individuos foram depositados

aleatoriamente nos vidros dos experimentos de acordo com desenho experimental.

Ensaios de toxicidade aguda. Testes de toxicidade aguda foram realizados de acordo
com métodos padronizados propostos pela U.S. EPA (1975) com menores
modificagOes. Para cada ponto experimental, foram realizadas experiéncias utilizando
10 girinos, mantidos em um recipiente de vidro de 500 mL, foram expostas a diferentes
concentracdes de ATRZ durante 96 h. Para determinar as concentragdes utilizadas nos
ensaios de toxicidade aguda, foram realizados testes preliminares. Girinos estadio 30
segundo Gosner foram expostos a 1,5; 3,0; 6,0; 12,5; 19,0 e 25,0 mg / L ATRZ.
Enquanto o grupo controle negativo consistiu de 10 organismos mantidos em agua da
torneira sem cloro. Um numera de 450 girinos de cada espécie foram submetidos a
tratamentos de toxicidade. Para 0s ensaios, usou-se agua, renovada cada 24 h, apos o
registro dos parametros avaliados, e que foi anteriormente desclorificada e oxigenada
durante 48 h. Os girinos ndo foram alimentados durante o ensaio. Os experimentos
foram realizados por triplicado e correndo simultaneamente para cada caso
experimental. Decorrido o tempo experimental (48 e 96 h), os girinos vivos foram

fixados em Karnovisky para avaliacdo dos efeitos subletais e morfologia hepatica.
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Parametros toxicologicos classicos

Efeitos letaisA mortalidade foi registrada a cada 24 h até o fim do ensaio (96

h). O critério adotado para estimar a morte do individuo foi a falta de qualquer tipo de

movimento mediante varios contatos com um bastdo de vidro. Com os individuos

mortos contabilizados, se calcularam os valores de LC50 para atrazina em cada tempo,

os limites de confianca e demais parametros toxicologicos (LC10, LC90, NOEC e

LOEC).

Efeitos subletaisEstes efeitos foram registrados apds a exposi¢cao por 48 e 96 h em

agueles organismos que permanecerem vivos depois desses tempos. Os seguintes

biomarcadores foram avaliados:

a)

b)

Efeitos na atividade natatéria. Para esse parametro, se agito o0 meio com um
bastdo de vidro durante 5 segundos e se observard a atividade natatoria. As
alteracdes na atividade natatéria foram determinadas mediante experimentos
preliminares e definidas como: Natacdo Normal (NN): Natacdo com
movimentos normais, sem retraco nem tremores, Irritacdo (l): Movimentos
acelerados mantém se constantes no tempo frente ao estimulo mecanico,
Natacdo Lenta (NL): Natacao forcada em resposta tardia ao estimulo mecéanico
e marcada torcdo da cauda e Imobilidade (IN): Auséncia de natacdo, s6 se
registra esporadicamente tremores e convulsiones, segundo adaptagbes do
BRUNELLI et al (2009) e RUIZ ARCAUTE et al2012).

Efeitos no crescimento. Em cada individuo foram tomadas medidas do

comprimento rostro—cloacal com paquimetro digital de 0.001mm de precisao.
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c) Efeitos no desenvolvimento. Apds a conclusdo de cada experimento foi
identificado o estadio de cada animal exposto utilizando a classificagdo proposta
por Gosner (1960).

d) Efeitos na massa total dos girinos. Apds os dois tempos de exposicdo foi
registrada a massa total (gramas) dos girinos vivos em cada grupo exposto
respeito do grupo controle. Esta medig&o foi registrada em balanca analitica de
precisédo (0,00019).

e) Presenca de anormalidades morfologicas. Foram descritas tomando as
categorias anormalidades morfologicas do eixo, nos olhos, no intestino e
edemas propostas por Bantkt al (1991). A andlise incluiu somente
organismos vivos logo apds a exposicdo; os animais foram observados com
microscoépio estereoscopico Leica MZ 16 e fotografados com camera para
analises morfométricas.

f) Micronucleos (MNs) e anormalidades nucleares. O ensaio para observacéo de
MNs foi realizado com eritrocitos maduros circulantes em sangue de 15 girinos
por concentracdo. A freqiéncia dos MNs foi determinada apos 48 e 96 h de
exposicdo a ATRZ. Esfregaco (frotis) de sangue periférico foi realizado em
cada girino exposto e o esfregaco foi feito em laminas, secadas no ar seco,
fixadas com 100% (v/v) metanol frio (4°C) por 20 minutos, e posteriormente
corados com 5% de solugcdo Giemsa durante 12 minutos. Os dados foram
expressos como o numero total de MNs presentes per 1000 células. No mesmo
contagem de MNs, outras anormalidades nucleares nos eritrécitos foram
observadas ao microscépio segundo critérios prévios em outras espécies
(NIKOLOFF et al 2014; PEREZ-IGLESIA®t al. 2014). Foram contabilizadas

como anormalidades nucleares células com dois nucleos, consideradas como
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binucleadas (BNs), também células com o nucleo presenteando uma pequena
evaginagao da membrana nuclear contendendo eucromatina foram classificadas
como nucleos lobulados (NLs). Aqueles nucleos com evaginagcées da membrana
nuclear maiores que dos nucleos lobulados e que também tém importantes
I6bulos, foram considerados como buds ou brotos (Buds). Nucleos com

vacuolos e apreciavel profundidade dentro do nicleo e que ndo contem material
nuclear foram registrados como nudcleos entalhados (NEs). Finalmente, os
eritrécitos com formas anucleadas foram consideradas como eritroplastidos,

segundo os critérios de Bareyal. (2007) e Lajmanovicét al (2014) (Figura

'y 5

2).

ERdl

Figura 2. MNs e anormalidades morfologicas em eritrocitos de girinos; a) micronucleo, b)
binucleada, ¢) nucleos lobulados, d) brotos, e) ndcleo entalhado e f) eritroplastido.

Efeitos avaliados na pigmentacéo extracutanea

Pigmentacdo cutanea (externa). Apds da fixacdo dos girinos, 10 girinos por
concentracdo foram fotografados e as imagens foram capturadas com camara (Leica
DFC295) acoplada ao em microscopio estereoscopico Leica MZ 16. Foi escolhida a
secao da cauda para quantificacdo dos melandforos. Apos de fotografar cada girino, a
foi quantificada a area da cauda com software Image Pro-Plus e por diferenca de cor
foram quantificados os melanoforos da cauda de cada girino exposto e posteriormente

comparada como o grupo controle. Os resultados foram expressos em area dos
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melan6foros por area da cauda. Os efeitos foram medidos apdés cada procedimento

experimental de 48 e 96 h s6 em girinos de R. schneideri

Pigmentacdo hepética.Para os procedimentos morfologicos, foram retirados
fragmentos do figado, fixados em solu¢do Karnovsky por 24 h, e encaminhado a rotina
histologica para desidratacdo em série alcodlica e inclusdo em historesina. Secc¢fes de 2
um foram coradas com hematoxilina-eosina (H-E) evegyens foram capturadas com
camara (Leica DFC295) acoplada ao microscépio Leica DM 4000B. Para a analise
morfométrico do tecido hepatico foram aleatorizadas dez secc¢des histoldgicas para cada
animal. Destes, um total de 25 campos histoldgicos foram analisados, onde foi realizada
a quantificacdo da pigmentacéo hepatica. Analises histoquimicas foram realizadas para
a deteccdo de lipofuscina e hemosiderina. Os efeitos serdo medidos apdés cada

procedimento experimental de 48 e 96 h s6 em girinos de R. schneideri

Andlise estatisticaPara os experimentos de toxicidade foi realizada analise de Probit
para dados dependentes de dose-efeito; para efeitos letais, os valores de LC 10, 50 e 90
e seus intervalos de confianca de 95% foram calculados a partir das curvas
concentracdo-resposta (C-R) estimados para cada caso e também o software Probit
Analysis (verséo 1.5) foi utilizado para obter as curvas concentragao-resposta (FINNEY
1972). Para comparar as respostas para todos os efeitos entre espécies, foi feita analise
de regressdo e ANOVA one-way. As mesmas andlises ANOVA e posterior teste de
Dunnett foram realizados para determinar os pontos subletais e os valores NOEC/LOEC
para cada efeito (ZAR 1999). A proporc¢éo de individuos afetados por cAmara de teste (n
= 5) foi calculada para pontos finais letais e subletais (efeitos na atividade natatodria,

desenvolvimento, crescimento, massa total e presenca de anormalidades). Para testar se
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a area ocupada por sistema pigmentar externo na cauda e cada substancia pigmentar
(melanina - variavel resposta) aumentava com o tempo e as concentra¢des do herbicida
(variavel preditora). Cada proporcgéo foi angularmente transformada usando arco sino
guadrada para assumir 0 pressuposto de homogeneidade e normalidade e cumprir as
suposicoes ANOVA foram corroborados com o teste de Barlett para homogeneidade

das variancias e ? teste de normalidade. Nos casos em que ndo foram aceitos 0s

pressupostos da normalidade foi feito um teste de Kruskal- Wallipastehocteste
correspondente (ZAR 1999). @st-tfoi realizado para realizar comparacdes entre 0s
parametros toxicologicos das duas espécies e entre 0os dois tempos de exposi¢do nos
valores NOEC, EC50 e CL50 (ZAR 1999). As relacdes entre mortalidade, atividade
natatoria, crescimento, desenvolvimento, massa total, anormalidades morfolégicas,
MNs, anormalidades nucleares e MMCs frente as concentracdes do herbicida foram
avaliados com a matriz de correlagcdo usando o coeficiente de correlagédo de Pearson e as
andlises dos componentes principais usando a concentracdo como variavel de
agrupacao. A significancia das correlagdes foi avaliada por una regresséo linear simples
e analises de correlacdo. Os niveis de significAncia escolhidosder@n®5 para todos

os testes. Todas as analises serdo realizadas no software R versdao 2.11.1 (R

Development Core Team, 2010).
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Resultados
Efeitos letais: mortalidade

As analises Probit da mortalidade mostraram incremento significante
concentracdo-dependente < 0,05) nos grupos expostos a ATRZ pRraschneidere
P. nattererilogo de 48 e 96 h de exposi¢do. Nas duas espécies, foram obtidos os valores
de CL50 de ATRZ logo das 48, 72 e 96 h de exposi¢éo e os valores NOEC LOEC para
48 e 96h de exposicdo (Tabela 1). Finalmente, tpeést nas duas espécies, 0s valores
de CL50 ndo foram afeitados pelo tempo de exposicdo (p > 0,05), as espécies ndo
tiveram diferencas ao comparar os valores CL50 (p > 0,05) e similarmente n&o foram
observadas diferencas entre os valores LOEC nas duas espécies (p > 0,05).

Tabela 1. Parametros toxicologicos de mortalidade para as duas espécies logo da exposi¢ao
aguda ao ATRZ. NC: nao calculado, o ANOVA n&o mostrou diferencia significantes.

Espécie| Rhinella schneider] Physalaemus natterefi
Tempo 48h 96h 48h 96h
CL50 | 31,095| 22,185 34,602 33,713
p 0,050 0,026 0,010 0,043
r 0,943 0,973 0,989 0,956
a 1,412 2,603 -0,305 -2,265
b 1,764 1,545 3,019 5,265
NOEC 19 19 25 6
LOEC 25 25 NC 12,5

Efeitos subletais

Efeitos na atividade natatéria. A categoria | ndo foi observada, em tanto o
ANOVA revela que ATRZ produz NL e IN nos girinos das duas espécies avaladas (
0,05). EmR. schneideritanto nas 48 como 96 h de exposicéo foi observada a categoria
NL com diferencas significantes entre grupo controle e os expostos a ATRZ. Nos dois
tempos avaliados os valores NOEC e LOEC foram 12,5 e 19 mg/L AGR2(001),

respectivamente (Tabela 2). Por outro lado para categoria IN foram detectadas
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diferencas significantes somente apos 48 © (0,0001) com valores NOEC e LOEC de
19 e 25 mg/L, respectivamente (Tabela 2). Em tanto, Parattererj o ANOVA sé
revelo diferencas significantes na categoria NL apdés 96 h de exposi¢cado sendo 19 e 25
mg/L ATRZ os valores NOEC e LOEC, respectivamente.

Por meio do método Probit foi possivel detectar em R. schngigea categoria
NL é concentracdo—dependente nos dois tempos de exposicédo avalidoS81;pss
= 0,0002 e g= 0,666;pss = 0,018) e também IN resulto ser concentracdo—dependente
nas 48 h (r = 0,678 = 0,0003). Para girinos d& nattereria categoria NL resulto ser
concentracdo—dependente (r = 0,60% 0,012) apds 96 h de exposicdo. Estes efeitos
concentracdo—dependentes permitiram em girihoschneiderobter os valores CE50
de 21,501 mg/L ATRZ em NL apés 48 h, posteriormente CE50 de 24,310 mg/L ATRZ
em NL apds 96 h e uma CE50 de 30,871 mg/L ATRZ para IM apds 48 h. Para o caso de

P. nattererio valor EC50 para NL foi 22,542 mg/L ATRZ apés 48 h.

Tabela 2. Resumo dos efeitos subletais produzidos pela atrazina em duas espécies de anuros
brasileiros apds os tempos de exposi¢éo avaliados. Os valores LC50/EC50 estéo expressos em
mg/L de atrazina.

Biomarcadores nas
espécies / tempo de

Lewe) r NOEC LOEC Lewe) p r NOEC LOEC

exposicao Ecso P EC50
Atividade NL 21,50 0,00 0,68 12,5 19 24,3 0,02 0,67 12,5 19
natatéria IN 30,87 0,00 0,69 19 25 ND - - ND ND
= Crescimento - - - 25 - 2,05 0,00 -0,36 12,5 19
% Desenvolvimento - - - 25 - - - - 25 -
D Peso corporal - - - 25 - - - 25 -
E Eixo NC - - 0 1,5* NC - - 25 -
2| mpwiisk Boca NC - - 25 - NC - - 19 25
M morfolégica Retr. Corp. NC - - 12,5 19 NC - - 12,5 19
3 Edema NC - - ND ND NC - - 25 -
c Totais 11,17 0,00 0,59 12,5 19 - - - 25
= MNs em andamento 1,5 3
o NEs em andamento 28,17 0,00 0,45 6 12,5%
NLBs em andamento - - - 25
BNs em andamento - - - 25
Buds em andamento - - - 25
SN em andamento 19 25
MMCs NC 0,00 0,43 0 1,5 63,40 0,00 0,56 0 15
N° grénulos de melanina NC 0,00 0,18 0 1,5 47,01 0,00 0,59 0 1,5
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Atividade
natatéria

NL
IN

Crescimento
Desenvolvimento
Peso corporal

Eixo
Anormalidad Boca
Morfoldgica IREUFCON:
Edema
Totais
MNs
HNs
NLBs
BNs
Buds
SN

0,76
2,95

NC
NC
NC
NC

29,81

0,49 - 25
0,16 = 25
0,00 -0,43 3
0,00 -0,54 3
0,25 - 6
- - 19
- - 6
= = 25
- - 25
0,00 0,68 12,5

em andamento
em andamento

em andamento
em andamento
em andamento
em andamento

6

6
12,5
25

12

.5*

19

2254 0,01 0,60 19 25
- - - 25 -

1,31 0,00 -0,41 3 6
- 010 - 1,5 3

2,28 0,00 -0,72 0 1,5
NC - - 25 -

NC - - 19 25
NC - - 125 19
NC - - 25 -

- - - 25 -

NC - - 25 -

NC - - 25 -

NC - - 25 -

NC - - 25 -

NC - - 25

NC - - 3 6

ND: o efeito ndo foi detectado. NC: ndo calculado. * o efeito sé foi detectado nessa conc

Efeitos no crescimentoO andlise pelo ANOVA ndo revelo efeitos

crescimento pela exposicdo ao ATRZ em girinoR. schneiderapés 48 hp = 0,121),

porem uma diminuic¢asignificant¢ (p = 0,029) do tamanho dos girinos apos 96 h

valores NOEC e LOEC segundo o ta posterioriforam 12,5 e 19 mg/L ATRz

respectivamente. Pasutro ladc a analise revelou umdiminuigao significante no

crescimento de girinos d& natterer, tanto 48 como 96 h apds exposi¢cao ao herb

(pag = 0,00026;p9s = 0,0021). Os valores NOEC e LOEC obtidos para esta e

foram3 e 6 mg/L ATRZ, respectivamente e foros mesmosalores nos dois temp

de exposicao (Figura 3).

Cumprimento rostro-cloacal

LOEC = 19mg/L

0

Conc (mg/L)

Cumprimente boca-cloaca (mm]

NOEC LOEC =émg/L

LOEC = émgiL

T

conc

a

3

Conc

Figura 3. Efeitos no crescimento das duas espécies apds exposicdo ao A'R. schneideri
apo6s 96h exposicdo. B) natterer apds 48h exposicdo. ¢) P. natterapids 96h exposicé

Posteriormentecom o método Probit foi demonstrado que o cresciment

girinos deR. schneiderié concentraci—dependente apds 96 h de exposiGis= -
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0,361; pss = 0,003) e para girinos de. nattererinos dois tempos de exposicdo a
diminuicdo do crescimento resulto ser concentragcdo—dependgnte -(0,425; pys =

0,001; Bs = -0,408;pgs = 0,004) logo de 96 h de exposicdo. Estes efeitos concentracédo —
dependentes permitiram em girinrRsschneiderbbter os valores CE50 de 2,048 mg/L
ATRZ ap0s 96 h. Posteriormente para 48 e 96 h de exposi¢do em girinos de P. nattereri

os valores CE50 foram 0,763 e 1,305 mg/L ATRZ, respectivamente (Tabela 2).

Efeitos no desenvolvimentQs analises do ANOVA né&o revelaram efeitos
induzidos por ATRZ no desenvolvimento nos dois tempos de exposicéo (48 e 96 h) para
girinos deR. schneideriEm tanto, enP. nattererj 0o ANOVA demonstrou que ATRZ
afeta desenvolvimento para 48 e 96 h de exposigas0(0005 epy=0,006). Os
valores NOEC e LOEC para cada tempo de exposicdo foram obtidos, 3 e 6 mg/L ATRZ
apos 48 h, respectivamente e 1,5 e 3 mg/L ATRZ apés 96 h, respectivamente. Os
resultados permitiram com o método Probit demonstrar que o crescimento em girinos de
P. nattererié concentracdo — dependente somente apds 48 h exposicdo com um atraso
do desenvolvimento fg = -0,530; pss = 0,0002). Estes efeitos concentragdo —
dependentes permitiram em girinos Rlenattereriobter os valores CE50 para 48 h de

exposicao, o qual foi 2,950 mg/L ATRZ (Tabela 2).

Efeitos na massa total dos girino®s analises do ANOVA né&o revelaram
efeitos induzidos por ATRZ na massa total dos girinoR.d&chneidernos dois tempos
de exposicao (48 e 96 h). No outro lado, analise de ANOVA revelo que ATRZ produz
diminuicdo significativa na massa total de girinosPdenattereritanto 48 como 96 h

apos exposicao ao herbicidayg= 0,008;pss = 0,0008). Os valores NOEC e LOEC
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obtidos para esta espécie foram 6 e 12 (48 h) e 0 e 1/L ATRZ (96 h)

respectivamente (Tabeld 3

Tabela 3. Média da massa total dos girinos nas duas esf ? diferencia altament
significativa (p < 0,0001). Cor verde indica a sobrevivéncia de um girino nessa conce

Subletais. Concentracdes
. . Tempo
Massa girinos 0 1,5 3 6 12,5 19 25

48 0,066 0,054 0069 0,05 0,062 0,065 0,085
96 0,057 0,052 0055 0,059 007] 0,094 0,054
48 0,083 0,063 0051 0049 00428 0,062 0,069
96 1,072 0,585 0,393 04332 0,181= 0,181 0,135

R. schneideri

P nattereri

O método Probit demonstra ga massa total em girinos & natterer ndo é
concentracaadependente apos 48 h em tanto si existe depencda massitotal dos
girinos com a concentragdo apos 96 ¢ = -0,724; pes = 0,0007). Estes efeit
concentracaadependentes permitiram em girinos P. nattereriobter os valores CE-

para 96 h de expagio, o qual foi 2,278 mg/L ATR

Presenca de anormalidac morfologicas.Qualitativamente, detect-se duas
categorias de anormalidades definidas de a com Bantle et al. (191):
anormalidades do eixoreduzindo estruturas ore(Figura 4a). Aléndisso, encontrc-
se um novo tipo de anomal, ndo definidas previamente, a qual se chamou ret
corporal (Figura 4pcaracterizado por compressao nas areas laterais da porca
inferior e, em alguns casos, chegam até o disco oral. Esta alteraervada nao estiv
presente nas categorias definidas a partir de anormalidades de Bantle el).

De todas as anormalidades morfolégicas analisadas, o analise A
demonstrou que erR. schneide, a partir de 1,5 mg/L ATRZ (LOE( tem efeitos

significativos sobre o eixo axiep < 0,01) e produz dobras na pele quando séo exg
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ao 19 mg ATRZ/L (LOEC) < 0,01) tanto 48 h como logo de 96 h de exposicéo.
Enquanto que apds 96 h, observou-se efeitos com diferencas significativas sobre as
estruturas orais, como a perda total ou parcial dos queratodortés@1) e também o

de dobras na pelg (< 0,05) foram registradas em 19 mg ATRZ/L (LOEC), mas no
ocorreu isso logo das 48 h de exposicao (Tabela 2).

Na outra espécie, produz efeitos com diferencas significativas nos giriffos de
nattereri No primeiro tempo de exposi¢éo (48 h), foram observadas anomalias sobre o
eixo axial em 19 mg/L ATRZ (LOEC)(< 0,05) e sobre as estruturais orais em 12,5
mg/L ATRZ (LOEC) ¢ < 0,01) s6 apés 48 h de exposi¢do; enquanto apos 96 h de
exposicdo de ATRZ comeca ocorrer outro efeito significativo, dobras sobre a pele em
19 mg/L ATRZ (LOEC) p < 0,01) (Tabela 2).

Para obter valores de EC50 pelo método Probit neste efeito, foi considerada a
suma total das anormalidades em cada espécieR Eschneiderifoi possivel obter
valor de EC50 apds 48 h, sendo o mesmo 11,170 mg/L ApRZQ,01; r = 0,580),
mais nao foi possivel obter esse parametro apds 96 h devido a que néo foi concentragédo
dependentep(> 0,05). EmP. nattererj ocorre o mesmo, foi possivel obter valor de
EC50 ap6s 48 h, sendo o mesmo 29,808 mg/L ATRZ §,001; r = 0,676) mas nao foi
possivel obter esse parametro apds 96 h, devido a que néo foi concentracdo dependente

(p > 0,05) (Tabela 2).
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Figura 4. Anormalidades morfologicas em girinos das duas especies expostas a ATRZ. a)
anormalidades na boca por pérdida dos queratodontes, b) nova anormalidad, retracédo corporal.

a

Controle 12,5mg/L ATRZ

MN e anormalidades nucleares em eritrocitos. Em girinoR dechneiderapds
96 h houve um aumento significativo dos Migs<( 0,05). Os valores NOEC e LOEC
obtidos foram 1,5 e 3 mg/L ATRZ, respectivamente. Quando foram analisadas a outras
anormalidades nucleares, somente ap6s 96 h foi observado incremento ngs<NEs (
0,01) em girinos expostos ao 12,5 mg/L ATRZ (Figura 5). Por outro lado, para girinos
de P. nattererj as analises do ANOVA nao revelaram alteracbes na frequéncia dos
MNs, NEs, BNs, NLs e budg (> 0,05) por exposicdo ao herbicida no tempo de
exposicao avaliado (96 h), mas foi encontrado um aumento significatw®,05) nas
células SN apds 96 h a partir de 6 mg/L ATRZ (LOEC) (Tabela 2).

Em geral, o método Probit demonstrou um incremento na freqtiéncia de MN

dependente da concentracao do herbicida em girinBs sieheneiderg, desta maneira,
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permite obter o valor EC50 de 28,170 mgpL= 0,0046; r = 0,445) ATRZ apds 96 h

(Tabela 2).

Figura 5. Efeitos da ATRZ nas células sanguineos (eritrécitos) dos girinos nas duas espécies. a)
A seta mostra ndcleos entalhados, em tanto os asteriscos mostram NRNsameiderib) A
seta mostra células sem nucleos (eritroplastidos) em P. nattereri

Pigmentacdo cutanea (melanoforos). Este novo biomarcador proposto foi
avaliado primeiramente na cauda de girinofkdechneideriOs resultados da analise
de variancia ndo mostraram diferencas significativas>( 0,05) ao analisar a
pigmentacao externa por meio da quantificacdo de melandéforos em girinos expostos a

diferentes concentracdes de ATRZ ap0s 48 e 96 h de exposicéao.

Pigmentacdo hepatica (MMCs e agrupacdes de melanina). Os resultados da
analise de variancia mostraram diferencas altamente significapvas0(001) para
analisar a pigmentacdo hepatica por meio da quantificacdo dos MMCs por area do
figado em girinos dR. schneiderapods a exposicdo de 48 e 96 h (Figura 6). O ANOVA
mostrou que tanto apds 48 e 96 h de exposicdo houve aumento tanto dosgvICs (
0,0001) como das agrupacbes de melanma<(0,0001). Com estas diferencas
significativas foi possivel obter o valor NOEC e LOEC que foi o mesmo apés 48 e 96 h
tanto em MMCs como nas agrupacdes de melanina sendo o valor 0 e 1,5 mg/L ATRZ,

respectivamente.
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Figura 6. MMCs (asteriscos) e agrupagdes de melanina (circulos) em girifssdbneideri
a) Grupo controle, b) expostos a 25 mg/L de ATRZ.

Finalmente, o método Probit demonstrou um incremento dos MMCs e das
agrupacdes de melanina dependente da concentracdo do herbicida em gifos de
schneideriapés 96 h de exposi¢do. Desta maneira permite obter o valor EC50 para
MMCs de 63,402 mg/L ATRZp(= 0,0001; r = 0,559) e 47,014 mg/L ATREZ £

0,0002; r = 0,587) para agrupacdes de melanina (Tabela 2).

Relacbes entre efeitos avaliados

O analise dos componentes principais (PCA) Rmschneideriapés 48 h,
revelaram que a mortalidade, atividade natatéria, crescimento e MMCs estao se
correlacionando entre elas e negativamente respeito a concentracdo. Além disso, sédo
variaveis que, por sua distribuicdo, separam altas e baixas em grupos bem definidos.
Também, estes grupos sdo separados significantemente do grupo controle, sendo
explicado todo pelo fator 1 (62,50%). Em tanto, apds 96 h de exposicdo o PCA mostra
uma significativa correlacdo positiva em sete de nove efeitos (variaveis de resposta)
analisados (Tabela 4). A distribuicdo, magnitude e direcdo das variaveis de resposta

analisadas nos graficos definidos por o PCA demonstram que os efeitos letais, morfo-
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anatomicos (anormalidades), genotoxicos (MN), e fisiolégicos: histologicos (MMCs e
granulos de melanina), crescimento, desenvolvimento e atividade natatoria sdo efeitos
importantes que contribuem ao principal fator (fator 1: 75,01%) para uma diferenciacéo
dos girinos expostos ao ATRZ com aqueles do grupo controle, a0 menos nesta espécie.
Também os efeitos sdo negativos aumentam quando as concentracdes de exposi¢cado sdo
maiores, permitindo diferencar pelos biomarcadores girinos expostos de aqueles que

ndo foram expostos.

Similarmente, somente apds 96 h, &M nattereri as concentracfes sdo
agrupadas em altas e baixas separadamente e com as maiores concentracdes afetando de
maneira negativa ao fator 1 (61,72%) respeito do controle que tem um aporte positivo
para esse fator. As varidveis que explicam esta agrupacdo sdo a mortalidade, o
crescimento e 0 peso dos girinos as quais estao altamente correlacionadas. Finalmente,
este analise do PCA revela que os biomarcadores avaliados ajudaram a distinguir 0s
diferentes grupos expostos e também destacou a importancia do usar diferentes

variaveis (biomarcadores) para avaliar os efeitos do herbicida.

Tabela 4. Correlacdo das variaveis (biomarcadores) analisadas por o analise dos componentes
principais apos 96 h. Os valores em vermelho estdo mostrando as correlacdes dos
biomarcadores.

R. schneideri MORTALIDAD ACT. ANOR. CRES. DESEN. PESO MMCs N°AGRUP  MNs
NAT. MORF. MELANIN

MORTALIDAD
ACT. NAT.
ANORM. MORF.
CRESCIMENTO
DESEN.
PESO
MMCs
N° AGR

MELANIN
MNs
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P. nattereri MORTALIDAD

MORTALIDAD
ACT. NAT.
ANOR.
CRESCIMENTO
DESEN.
PESO

CRESCIMENTO
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Discussao

R. schneidere P. nattererisédo espécies de amplia distribuicdo e abundancia no
Brasil porém as pesquisas sobre os efeitos dos estressores ambientais nestas espécies
foram avaliados somente em adultos (SANT&D &L 2014, FRANCO-BELUSSét al
2014 e 2013, FRANCO-BELUSSI e OLIVEIRA 2011) mais para o caso dos girinos nao
foram encontrados registros. Particularmente no territério brasileiro, algumas pesquisas
tém sinalado os efeitos nocivos dos pesticidas sobre girinos de anuros autoctones
(FIGUEREIDO e RODRIGUES 2014, SIMIONdt al. 2013, MARGARIDOc et al
2013, DA SILVAet al 2013, COSTAet al 2008). Atualmente somente uma pesquisa
avalio o efeito da ATRZ enhithobates catesbeianugspécie introduzida no Brasil
(DORNELLES e OLIVEIRA 2013) e, similarmente a nosso estudio, Figuereido e
Rodrigues (2014) avaliaram o efeito de quatro pesticidaR.emarina eP. centralis
(espécies da mesmo grupo, escolhendo da familia Bufonidae e Leptodactylidae, que
nossa pesquisa) tendo encontrado similar resposta, mesma sensibilidade das espécies ao
téxico quando sdo comparadas.

Focados nos valores de CL50 apo6s 96 h de exposicdo ao ATRZ e baseados nos
reportes de letalidade em outras pesquisas de anuros, os giriRossceneideriem
estagio 30 (Gosner) mostraram ser menos sensiveis 0,018; 0,09 e 0,248 vdzes que
catesbeianug¢BIRGE et al 1983),Hyla versicolor(DIANA et al 2000),Rana boylii
(KERBY et al. 2006), respectivamente e valores de LC50 semelhares g¥elaavis
X. tropicalis (FORT et al 2004), Lithobates sylvaticu{KIESECKER 2002) eR.
arenarum(BRODEURet al. 2009). Entretanto, os girinos Be nattererj para o estagio
avaliado, nesta pesquisa mostraram ser menos sensiveis 0,012; 0,059; 0,163; 0,575 e
0,593 vezes que em girinos decatesbeianudH. versicolor R. boylii, X. tropicalis, L.

sylvaticus e valores de CL50 semelhares queRerschneideriX. laevis R. arenarune
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Ptychadena bibron{EZEMONYE e TONGO 2009). Por outro lado os girinosRle
schneiderrresultaram 1,488; 1,520; 2,119; 2,164 e 9,062 vezes com maior sensibilidade
ao ATRZ queP. bibroni L. pipiens (HOWE et al 1998), Anaxyrus americanus
(BIRGE et al 1983) eL. clamitans(COADY et al 2004). Em tanto, P. nattereri
resulto-se 1,394; 1,424 e 5,963 vezes com maior sensibilidade ao herbicidaldo que
pipiens A. americanu® L. clamitans Finalmente, podemos dizer que as duas espécies
avaliadas neste trabalho sédo sensiveis usando a ordem de magnitude da CL50 para
categorias de sensibilidade e comparando com todas as CL50 de espécies de anuros
expostas & ATRZ (Tabela 3). Visando estas comparagfes da sensibilidade nas espécies
de acordo aos valores de CL50 podemos afirmar a grande importancia das avaliagdes
em espécies locais dos herbicidas ate em qualquer um pesticida devido as mudancas na
sensibilidade de cada espécie. Seria interessante em novas pesquisas intentar responder
a pergunta de por que as espécies mostram diferentes sensibilidades a ATRZ e a outros
pesticidas. Atualmente, as hipoteses sugerem que estas mudancas nas sensibilidades das
espécies podem estar relacionadas com a histéria de vida; podendo ocorrer por “local
adaptation” (MIAUDet al 2011) ou pela tolerancia propria de cada familia devido a

sua filogenia (HAMMONDet al. 2012, JONESet al 2009). Aparentemente, nestas
espécies estudadas o fator importante é a historia de vida na regido, tendo pressdes
semelhares no ambiente das espécies, pelo com aumento das atividades relacionadas
com o cultivo da cana de acucar. Posteriormente, isso leva a semelhares respostas na
sensibilidade das espécies frente a exposicdo da ATRZ mais sendo necessérias
diferentes respostas fisioldgicas (pelas caracteristicas particulares de cada espécie) que

ajudem para sua supervivéncia e adaptacao.

Tabela 3.Comparacao da sensibilidade nas espécies de anuros expostas a ATRZ considerando
os valores de CL50

42



ESPECIE
Lithobates catesbeianus
Pseudacris regilla

Hyla versicolor
Leptodactylus latrans
Rana boylii
Leptodactylus podicipinus
Dermatonotus muelleri
Xenopus tropicalis
Lithobates sylvaticus
Rhinella schneideri
Xenophus laevis
Rhinella arenarum
Ptychadena bibroni
Physalaemus nattereri
Lithobates pipiens
Anaxyrus americanus
Lithobates clamitans

CL50 (mg/L)

0.41

1.69

2.00
5.22
5.51
13.66
19.31
19.40
20.00
22.18
24.50
27.16
33.00
33.71
47.00
48.00
201.00

AUTOR
Birge et al., 1983

Diana et al 2000
Bach et al. 201@o publicado)

Kerby, 2006
No publicado
No publicado

Fort et al., 2004

Kiesecker 2002

O NOSSO ESTUDO

Brodeur et al 2009
Ezemonye e Tongo 2009
O NOSSO ESTUDO
Howe et al., 1998
Birge et al., 1983
Coady et al 2004

CATEGORIA

MUITO
SENSIVEL

MUITO
SENSIVEL

SENSIVEL
SENSIVEL
SENSIVEL
SENSIVEL
SENSIVEL
SENSIVEL
SENSIVEL
SENSIVEL
SENSIVEL
SENSIVEL
SENSIVEL
SENSIVEL
SENSIVEL
SENSIVEL
TOLERANTE

De acordo com o registro do produto de emergéncia, o produto é classificado

como moderadamente toxico (Classe Ill). Nossos resultados nas espécies avaliadas e

com a toxicidade de acordo com os valores de CL50 sugerem que ATRZ é um téxico de

categoria Classe Il (perigoso para 0s organismos aquaticos) segundo Maeztatbrta

(2002), levemente toxico para organismos aquaticos segundo EPA (2014) e Categoria

Aguda lll (perigoso para a vida aquatica) segundo OMS (2009).

Os resultados mostrarem que foram encontradas anormalidades nas duas

espécies estudadas e particularmente as anormalidades encontradas neste trabalho séo

mencionadas pela primeira vez apos 48 h de exposi¢do ao ATRZ. Isso pode ser devido a

uma diminuicdo na supervivéncia dos girinos afeitados pelas anormalidades, como

sugere Dian&t al (2000). O aparecimento de anormalidades produzidas por exposi¢cao

a ATRZ foram referidas a anormalidades nos olhos, nas patas, presenca de edemas,

alteracbes nas gbnadas e alguns na laringe em estudos anteriores (3{ARZA12;

HAYES et al 2006, COADYet al 2005, CARRet al. 2003, HAYESet al 2002,
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ALLRAN e KARASOV 2001, BRITSON e THRELKELD 1998) com girinos e jovens

de anuros. Por outro lado, observo se que ATRZ produz efeitos na atividade natatéria
nas duas espécies e estes resultados concordam com o encontrado em peixes (NIEVES-
PUIGDOLLER et al 2007, SAGLIO E TRIJASSE 1998, HUSSEI& al 1996,
STEINBERGet al. 1995) mais em anuros concorda com o encontrado por Ezemonye e
Tongo (2009) ndo em tanto com Britson e Threlkeld (1998). Neste estudo, as
anormalidades morfolégicas e as alteracdes da natacdo encontradas podem ter o
significado ecoldgico, sendo que estes girinos podem ser menos ativos, mais visiveis
para os predadores, aumentando o risco de predacgéo e tendo também afiampesiio (
reduzida devido a uma escassa nutricdo (ex. pela perdida de pecas bucais), podendo
leva-los a morte. De acordo como isso, os disturbios na natacéo e na apfiti@essu

do animal devido aos efeitos subletais do herbicida podem causar interrupcdes nas
interacdes entre espécies de anfibios e no rol funcional das comunidades devido a que
esta afeitando seu rol nas cadeias tréficas por desaparicdo de predadores e presas
(PELTZER et al 2013, JUNGE®t al 2012, HOWEet al. 1998).

Por outro lado, os efeitos subletais encontrados em girinds dattererino
crescimento, desenvolvimento e peso corporal pela agdo de ATRZ s&o conhecidos e
foram j& descritos por outros autores (BRODE&tRal. 2009, COADYet al 2004,

CARR et al 2003, DIANA et al 2000), bem como a diminuicdo na alimentagcao
(ALLRAN e KARASOV 2001), que sugerem também que estes efeitos podem tender o
mesmo cenario anteriormente mencionado, com aumento do risco de predacdo, bem
como a diminui¢do da aptidao ou fitness

Os estudios sobre a genotoxicidade da ATRZ em anuros tém diferentes
resultados. Clementst al. (1997) tem demonstrado o que ATRZ produz efeitos

genotoxicos enl. catesbeianusvaliados pelo ensaio cometa consistente o aumento
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encontrado na frequencia de MNs encontrado em nosso estudo em girilks de
schneideri Por outro lado, Freeman e Rayburn (2004) demonstrarem que a ATRZ em
girinos de outro bufonided®( americanuge X. laevisndo é genotoxico. Ainda assim,

0s autores nao descartam a possibilidade de outras espécies ser altamente sensiveis ao
este herbicida. Entretanto, o presente estudo foi o primeiro em avaliar a frequéncia de
MNs em eritrécitos circulantes pela exposicdo ao ATRZ em girinos, encontrando-se o
aumento da frequéncia dos MNs apds 48 e 96 h na faixa de 3 até 25 mg/L ATRZ em
girinos deR. schneideriTambém o incremento na freqiéncia dos MNs demonstrou ser
dependente da concentracdo, apos 96 h. Particularmente, a presenca de eritroplastidos
encontradas como formas anucleadas das célul#s eattererj pode representar uma
resposta fisioldgica para o incremento do transporte de oxigeno, especificamente em
condi¢des de contaminacdo da dgua, aumentando a superficie celular (LAJMANOVICH
et al 2014, BARNIet al. 2007). Seria de interesse avaliar si esta resposta pode estar
relacionada com a diminui¢cdo da taxa de ventilagdo provocada apds da exposi¢do aguda
a ATRZ (produzindo condi¢cdo de hipdxia), baseados nos resultados encontrados em
girinos delL. sylvaticus L. pipiense A. americanuspor Allran e Karasov (2001)
Finalmente, segundo o proposto por CAVASERGENE-GOZUKARA (2003) e
JOSENDEet al 2015, considerando as anormalidades nucleares encontradas como
biomarcadores de citotoxicidade e os MNs como bioindicadores mutagénicos e de
genotoxicidade, nossos resultados demonstram que a ATRZ produz efeitos citotdxicos e
genotdxicos em eritrocitos d@. schneiderie P. nattereriesta informagédo adicionada

aos efeitos teratogénicos ja encontrados por BIRGH (1983) que produz ATRZ em

peixes e anuros 0s quais exibem cifose, lordoescolioses, rigidez extrema com
enrolamento da coluna vertebral, escolioses com entrelagcamento (cefalodiprosopus),

entrelacamento cefalico (cefalodidimus), e entrelagamento simétrico conjugado.
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Por outro lado, analisando a resposta dos MMCs no figado dos girifes de
schneideri, observamos uma resposta similar ao encontrado por H&AYHES2002) e
BRODKIN et al (2007), com ATRZ em concentragbes ambientais de 0,1 ate 10 pg/L
atuando como disruptor do sistema imune inato. Particularmente, BROBK&HI
(2007) apontam que as células fagociticas tem um papel fundamental na desintoxicagcédo
de ATRZ e, neste sentido, nossos resultados demonstram que os MMCs estariam
cumprindo suas funcgbes citoprotectoras e atuando na resposta imunoldgica destes
anuros. Além disso, os resultados de ME&tAal (2013) sugerem que pela resposta
encontrada dos MMCs e atividade de enzimas hepaticas frente & exposicdo a ATRZ, o
figado no peixeRhamdia quelemassim como no resto dos vertebrados aquéticos, é o
orgao primario para o metabolismo e detoxificar substancias perigosas incluindo ATRZ.
Neste ponto pela agcdo dos MMCs encontrada em nossa pesquisa, o figado nos girinos
dos anuros torna se 0 6rgado mais importante na acao contra o herbicida. Considerando a
sua funcado citoprotectora e detoxificadora dos MMCs no figado dos girin&s de
schneideripela exposicdo ao ATRZ podemos dizer que sao biomarcadores de efeito e
exposicao.

E interessante destacar que a informac&o obtida pelos biomarcadores de efeito e
exposicdo para cada espécie foi diferente, mas no final das 96 h as duas espécies
acabam com os mesmos valores de mortalidade, o que pode ser indicativo do modo de
acao nao especifico do herbicida e por tanto as duas espécies estdo respondendo distinto
e com uma sensibilidade diferente a ATRZ. Por outro lado, o PCA demonstra a validez
e utilidade no uso de diferentes biomarcadores de efeito e exposicédo a diferentes
concentracdes de ATRZ e em diferentes espécies de girinos para avaliar os efeitos de
ATRZ tanto nas primeiras 48 h como ap6s 96 h de exposicdo. Somado a estes

resultados, que o PCA claramente mostra uma progressdao de efeitos com o0s
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biomarcadores usados nestas espécies de girinos; permitindo visar que em baixas
concentracbes os efeitos sdo hepaticos e genéticos como presenca de MNs ou
eritroplastidos, e aumento dos MMCs. Em tanto, nas meias e altas concentra¢cées 0s
efeitos observados s&o no nivel individuo (diminuicdo do peso, e retraso no
desenvolvimento e crescimento, anormalidades morfoldgicas, atividade natatéria)
produzindo uma situacdo irreversivel nos efeitos e que culmina com a morte dos
girinos. O resumo dos efeitos encontrados com os biomarcadores usados em fungéo das

concentracdes de ATRZ é apresentado graficamente na figura 7.

Figura 7. Representacao grafica da progresséo dos efeitos produzidos por herbicida ATRZ em
girinos de R. schneideei P. nattereri

Mortalidade
Atividade natatéria
Rhinella Anormalidades morfolégicas
schneideri Crescimento
Presencia de MNs
MMCs e granulos de melanina
Concentracbes
(mg/L ATRZ) 0 15 3 6 12,5 19 25
Mortalidade
Atividade natatéria
Physalaemus _ Anormalidades morfolégicas
. Crescimento
nattereri

Anormalidades em eritrocitos: formas anucleadas
Desenvolvimento
Peso corporal

O presente estudo demonstra que a exposicdo experimental ao ATRZ pode
causar estresse fisiolégico por perdida de peso relacionada com a diminuicdo na
ingestdo de alimento devido as anormalidades e atividade natatoria, reducdo do
tamanho, retraso no tempo de desenvolvimento, alteragbes nas células sanguineas e
hepéticas em girinos de anuros neotropicais concordando com estudos de ATRZ em
anuros de NIEVES-PUIGDOLLERt al (2007). Por tanto, consideramos que a

presenca de anormalidades morfologicas, diminuicdo do crescimento, alteracdes da
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atividade natatoria, a presenca de MNs e os problemas hepaticos visados pelo aumento
de MMCs em girinos deR. schneideri e a diminuicdo do peso, crescimento,
desenvolvimento, alteragbes da atividade natatéria, presenca de anormalidades
morfolégicas, e a presenca de eritroplastidos em girinosP denattererj sao
biomarcadores que estdo indicando que a exposicdo a ATRZ produz diminuigdo da
aptidao nas espécies avaliadas.

Por ultimo, por nossos resultados poderiamos considerar que as espécies de
anuros neotropicais estariam em risco pela aplicagdo direita dos pesticidas. Outras
pesquisas tem encontradas concentracdes de ATRZ nos ambientes aquaticos brasileiros
(DE ARMAS et al 2007, DORESt al 2006, CERDEIRAet al 2004, LANCHOTEet
al. 2000) por acima dos niveis permitidos pelo governo do Brasil (2 pg/L ATRZ
segundo a resolugcdo CONAMA 357/05). Além, a ATRZ pode ser tdo alta dos niveis
permitidos quanto na agua do solo, vinte vezes maior nas aguas de superficie e em
bacias hidrograficas em areas agricolas, cem vezes maior dos niveis em riachos, e até
mil vezes maiores em poc¢os de agua em &reas agricolas. Pode ser encontrado em
excesso de precipitacdo em localidades onde n&o é usado e até quarenta vezes mais dos
niveis permitidos logo de chuvas em algumas areas agricolas, o risco nas populacdes de

anuros autéctones sera maior.

Conclusbes
» Os bioensaios de exposicdo a ATRZ em girinoRkdschneidere P. nattereri
permitiu detectar efeitos letais e subletais na faixa de concentracdes avaliadas
entre 1,5 - 25 mg/L ATRZ. Esses primeiros resultados demonstram os efeitos
letais e subletais da atrazina sobre girinos das espécies de anfibios neotropicais

estudadas.
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Para o caso dos melandforos consideramos que novas e melhoradas pesquisas
devem ser propostas visando sua funcéo e agéo frente a exposi¢cao dos poluentes
ambientais para ser avaliados como biomarcadores. Enquanto aos MMCs,
podemos dizer que s&o biomarcadores de efeito e expdd@aanformacéao
precisa, sdo sinais de alerta respondendo em baixas concentragdes e nos dois
tempos de exposicao e tem alta sensibilidade a ATRZ) ao menos em giRno de
schneideri

A resposta observada de cada biomarcador nas duas espécies demonstra que o
herbicida ndo € especifico, tendo-se em vista que os biomarcadores utilizados
nao respondem da mesma forma. Entretanto, a ATRZ, em sua formulacéo
comercial SIPTRAN 500SC, mostrou-se hepato-, cito- e genotoxico.

Pode-se afirmar que as duas espécies podem ser utilizadas para avaliar estes e
novos biomarcadores tanto em ensaios toxicolégicos de laboratério como no
ambiente podendo fornecer importantes informacoes sobre acdo dos poluentes
em anuros em sitios com problematicas ambientais.

Os biomarcadores avaliados permitiram estimar os efeitos letais e subletais tanto
nas primeiras 48 h como nas 96 h de exposicdo mostrando uma importante
correlacdo entre eles. Particularmente, € importante destacar que cada
biomarcador avaliado forneceu uma informacdo particular sobre a resposta
fisiologica e sensibilidade de cada espécie frente a acao do toxico. Devido a essa
relacdo entre os biomarcadores, destacamos a importancia também da utilizacéo
de todos os biomarcadores nos ensaios de toxicidade ao fim de tirar a maior
informacé&o possivel e precisa sobre os efeitos dos toxicos na supervivéncia dos

anuros.
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Assim, a persisténcia da atividade agricola como a cana de agUcar e associada ao
uso do herbicida ATRZ coloca em risco as populagdes de anuros no Brasil, ao
menos nos seus estadios larvais, tanto com pulverizacdes direitas nos sitios de
reproducdo dos anuros como o posteror off na zona cultivada. Assim, as
piscinas vernais, tanques de agroecosistemas, e outros locais de reproducgéo
adjacentes a campos agricolas podem ser sumidouros de pesticidas pélo

Anuros adultos podem entrar em contacto com ambientes terrestres
contaminados quando a migracdo ocorre em zonas agricolas onde a ATRZ foi
aplicada até alcancar lagoas de reproducdo. Entdo, machos cantando e casais em
amplexo dos anuros neotropicais podem estar expostos as altas concentracdes de

ATRZ e essas superficies de aguas contaminadas.
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