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RESUMO GERAL

Anfibios sdo sensiveis as alteragdes ambientais devido ao ciclo de vida bifasico, que os
expde a ambientes aquaticos e terrestres, eles sdo especialmente sensiveis aos
disruptores enddcrinos, agentes quimicos que desequilibram o funcionamento do
sistema endocrino, acarretando problemas neurolégicos, imunoldgicos e, sobretudo,
reprodutivos aos organismos, desta forma, os anuros por causa da sensibilidade aos
contaminantes ambientais, podem ser utilizados como bioindicadores de qualidade do
ambiente. Entre os biomarcadores mais estudados em anfibios anuros temos o
micronucleo, que € um teste eficaz e bastante utilizado para se detectar efeitos
genotoxicos nesses animais e mais recentemente iniciaram estudos com melanoforos,
que sdo células originadas da crista neural, que sdo pigmentadas e estdo presentes na
pele e recobrindo 6rgdos e membranas em anuros. No capitulo, propde-se a utilizacdo
de melandforos cutaneos presentes nas larvas de anuros, para auxiliar na avaliacdo dos
efeitos de contaminantes agricolas sobre estes organismos, com trés perguntas a serem
respondidas: em qual ambiente os animais foram mais afetados, em relacdo aos efeitos
de contaminantes agricolas? Qual espécie teve maior sensibilidade nas areas amostradas
? E, por fim, se a avaliacdo do escurecimento da cauda dos girinos pode ser proposta
como biomarcador de efeito destes contaminantes sobre a populagéo de girinos. Foram
avaliados o total de 60 girinos de duas espécies: Dendropsophus minutus e
Leptodactylus fuscus coletados em trés ambientes: dois antropizados (fazenda com
cultivo de soja/milho e usina de cana de aglcar) e um ambiente preservado, o Parque
Nacional das Emas, como resposta houve variagdo no padrdo de pigmentacdo de
animais das areas agricolas, quando comparados aos animais de ambientes
antropizados, sendo que o ambiente de cultivo de soja/milho foi o maior promotor do
escurecimento corporeo. Concluindo desta forma que a analise de escurecimento

corporeo pode ser utilizada como biomarcador dos efeitos de contaminantes agricolas.

Palavras-chave: Pigmentacdo, melanoforos, girinos, areas agricolas.



Xiii

GENERAL ABSTRACT

Amphibians are sensitive to environmental changes due to the biphasic life cycle that
exposes them to aquatic and terrestrial environments, they are especially sensitive to
endocrine disrupters and chemical agents that imbalance the functioning of the
endocrine system, leading to neurological, immunological and, above all, reproductive
problems. So organisms, like anurans, due to sensitivity to environmental contaminants,
can be used as bioindicators of environmental quality. Among the most studied
biomarkers in anuran amphibians there is have the micronucleus, which is an effective
and widely used test to detect genotoxic effects in these animals, and more recently
studies have begun with melanophores that are cells originated from the neural crest
which are pigmented and are present in the skin and covering organs and membranes of
these species. In Chapter 1 it is proposed the use of cutaneous melanophores present in
the larvae of anurans to evaluate the effects of agricultural contaminants on these
organisms, with three questions to be answered: in which environment were the animals
most affected in relation to the effects of agricultural contaminants? Which species had
a greater sensitivity in the areas sampled and finally if the evaluation of the body
darkening of the tadpoles can be proposed as biomarker of the effect of these
contaminants on the tadpoles population. A total of 60 tadpoles of two species:
Dendropsophus minutus and Leptodactylus fuscus were collected in three environments:
two anthropates (farm with soybean/corn cultivation and sugar cane plant) and a
preserved environment, the Emas National Park. There was variation in the pattern of
pigmentation of animals from agricultural areas when compared to animals from
anthropic environments, and the soybean/corn environment was the major promoter of
body darkening. We conclude in this way that the analysis of body darkening can be
used as a biomarker of the effects of agricultural contaminants.

Key words: Pigmentation, melanophores, tadpoles, agricultural area.



INTRODUCAO GERAL

Desde a década de 1990, tem sido observada diminuicdo significativa na
populacéo de anfibios em diversas regides do mundo (Perez-lglesias et al. 2016; Caraffa
et al., 2013; Hayes et al., 2010). Entre as diversas causas apontadas para esse fendmeno,
a poluicdo ambiental por contaminantes agricolas tem sido considerada relevante, visto
que os anfibios costumam colonizar agroecossistemas (Perez-lglesias et al. 2016;
Gongcalves et al., 2015; Caraffa et al., 2013; Bosch et al., 2011).

Os anfibios sdo sensiveis aos contaminantes agricolas por causa do ciclo de vida
bifasico que os expBe aos ambientes aquaticos e terrestres, a limitacdo na capacidade de
mobilidade e dispersdo populacional, a pele semipermeavel e as adaptacdes fisioldgicas
altamente especializadas que necessitam para viver em microhabitats bastante
especificos (Gongalves et al., 2015; Caraffa et al., 2013; Burlibasa; Gravila, 2011;
Hayes et al., 2010).

O Brasil utiliza agrotdxicos em larga escala na agricultura comercial (Pignati et
al., 2017), sendo que, no sudoeste Goiano em especial, 0 uso de herbicidas é intenso
(Barbosa, 2003). Contudo, por causa da ampla variabilidade de agentes quimicos
utilizados na agricultura comercial e da interacdo sinérgica entre eles depois de
dispersos, torna-se dificil a tarefa de avaliar a qualidade ambiental de areas sujeitas a
esses contaminantes agricolas, apenas através da mensuracdo de variaveis fisico-
quimicas (Franca-Salgueiro, 2013).

Enquanto as andlises fisico-quimicas sdo capazes somente de detectar e
quantificar a presenca de contaminantes especificos, 0 uso de bioindicadores possibilita
avaliar de forma mais ampla os impactos ambientais dos contaminantes agricolas,
sobretudo em termos ecoldgicos (Franga-Salgueiro, 2013). Desse modo, as formas mais
efetivas de deteccdo precoce e predicdo dos impactos ambientais de poluentes
agrotoxicos seriam o biomonitoramento e os testes de toxicidade, tais como o teste de
micronucleo (Franga-Salgueiro, 2013).

A alta sensibilidade dos anfibios as mudancas ambientais faz com que esses
animais sejam bioindicadores ideais para o biomonitoramento de contaminagéo
ambiental por agrotoxicos (Perez-Iglesias et al. 2016; Gongalves et al., 2015; Caraffa et
al., 2013; Burlibasa; Gravila, 2011). O nivel de contaminagdo por agentes quimicos

genotoxicos em determinado ambiente tem sido avaliado em programas de



biomonitoramento com anfibios, pelo teste de microndcleo (Gongalves et al., 2015;
Caraffa et al., 2013) e pela andlise da alteracdo de celulas pigmentares internas ou
externas (Oliveira et al., 2017; Josende et al., 2015;Allen et al., 2004).

Além do teste de microndcleo, outra forma de se avaliar genotoxicidade é
através de biomarcadores de exposicdo a poluentes (Allen et al.,, 2004). Os
biomarcadores de exposicdo a poluentes do tipo efeito, tém sido utilizados em
monitoramento ambiental, sendo que estudos realizados com peixes demonstraram o
aumento da densidade de células pigmentares fagocitarias do tecido hematopoiético, 0s
chamados melanomacrofagos, como consequéncia da exposicdo desses animais a
poluentes e/ou patologias (Perez-Iglesias et al., 2016; Kaur; Dua, 2015;Allen et al.,
2004).

Estudos recentes empregaram os melanomacréfagos como biomarcadores
morfoldgicos de efeito e exposicdo a poluentes aquaticos e os resultados indicaram que
contaminantes agricolas promovem a desregulacdo do sistema imunoldgico inato de
anfibios em fase larval, Perez-Iglesias et al. (2016), bem como manifestam respostas as
alteracdes ambientais (Kaur; Dua, 2015; Santos et al., 2014), e patoldgicas (Franco-
Belussi et al., 2014).

A quantidade de estudos publicados sobre o efeito de herbicidas em larvas de
anfibios em todo mundo tem aumentado na ultima década (Gongalves et al., 2015).
Contudo, além de o emprego de anfibios como bioindicadores de qualidade de agua
permanecer incipiente no Brasil (Montalvao; Malafaia, 2017), ha escassez de estudos
sobre espécies de anuros que tém como habitat o Cerrado brasileiro. Desse modo,
considerando o avanco continuo de plantios de monocultura (milho, soja, sorgo e cana-
de-acucar) sobre areas cada vez mais extensas do Cerrado brasileiro (Barbosa, 2003;
Vieira-Junior et al., 2015), a presente dissertacdo visou propor um novo biomarcador
morfolégico dos efeitos de contaminantes de origem agricola, sobre a populacdo de
anuros de agroecossistemas.

A presente dissertacdo foi desenvolvida em um capitulo que teve como
objetivo geral verificar a exequibilidade da utilizacdo de melanoforos cuténeos
presentes nas larvas de anuros (Dendropsophus minutus e Leptodactylus fuscus), para

auxiliar na avaliacdo dos efeitos de contaminantes agricolas sobre esses organismos.
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CAPITULO I

ESCURECIMENTO CORPOREO COMO BIOMARCADOR PARA
AVALIAR EFEITOS DE CONTAMINANTES AGRICOLAS EM
DUAS ESPECIES DE ANUROS NEOTROPICAIS



ESCURECIMENTO CORPOREO COMO BIOMARCADOR PARA AVALIAR
EFEITOS DE CONTAMINANTES AGRICOLAS EM DUAS ESPECIES DE
ANUROS NEOTROPICAIS

RESUMO

Vertebrados ectodérmicos possuem melandéforos na pele que séo originados da crista
neural e estdo presentes em 6rgdos e membranas. Esse tipo de célula contém granulos
de melanina em seu interior promovendo a coloragdo marrom-preta nos animais,
atualmente sdo utilizados como biomarcadores em biomonitoramento ambiental. Neste
contexto propbe-se neste estudo a utilizacdo de melan6foros cutdneos presentes nas
larvas de anuros, para auxiliar na avaliacdo dos efeitos de contaminantes agricolas sobre
estes organismos, com trés perguntas a serem respondidas: em qual ambiente os animais
foram mais afetados em relacdo aos efeitos de contaminantes agricolas? Qual espécie
teve maior sensibilidade nas areas amostradas? E, por fim, se a avaliacdo do
escurecimento da cauda dos girinos pode ser proposta como biomarcador de efeito
destes contaminantes, sobre a populagdo de girinos. Foram avaliados um total de 60
girinos de duas espécies: Dendropsophus minutus e Leptodactylus fuscus coletados em
3 ambientes: dois antropizados (fazenda com cultivo de soja/milho e usina de cana de
acucar) e um ambiente preservado, o Parque Nacional das Emas. Imagens da
pigmentacdo corpoOrea dos girinos foram avaliadas e resultou em uma média de
transparéncia que é o complemento do escurecimento. Houve variacdo no padrdo de
pigmentacdo de animais de areas agricola, quando comparados aos animais de
ambientes antropizados, sendo que o ambiente de cultivo de soja/milho foi o maior
promotor do escurecimento corpOreo. Larvas de D. minutus apresentaram maior
porcentagem de escurecimento caudal (50,27% +11,68) do que L. fuscus
(25,74%+11,73), demonstrando maior sensibilidade. Concluindo, portanto, que a
analise de escurecimento caudal pode ser utilizada como biomarcador dos efeitos de
contaminantes agricolas, porém mais trabalhos devem ser realizados com outras
espéecies e outros biomarcadores para que se possa correlaciona-los, obtendo um
protocolo padronizado de biomarcador, como parametro para se avaliar toxicidade em

larvas de anuros.

Palavras-chave: Pigmentacdo, melanoforos, girinos, areas agricolas.



BODY DARKENING AS A BIOMARKER TO EVALUATE EFFECTS OF
AGRICULTURAL POLLUTANTS IN TWO SPECIES OF NEOTROPICAL
ANURA

ABSTRACT
Ectodermal vertebrates have melanophores in the skin which have been originated from

the neural crest and are present in organs and membranes. This type of cell contains
melanin granules in its interior and promotes brown-black coloration in animals and is
currently used as biomarkers in environmental biomonitoring. In this context, it is
proposed the use of cutaneous melanophores present in the anuran larvae in order to
evaluate the effects of agricultural contaminants on these organisms. In order to do that,
we investigated the following questions: 1) in which environment were the animals
most affected in relation to the effects of agricultural contaminants?; 2) which species
had a higher sensitivity in the surveyed areas?; and 3) the evaluation of tadpole tail
darkening can be proposed as a biomarker of effect of these contaminants on tadpole
population? The sample consisted of 60 tadpoles of two species (Dendropsophus
minutus and Leptodactylus fuscus). The tadpoles were collected in two agricultural
anthropic areas (a corn/soybean farm and a sugar cane plant) and a preserved area
(Emas National Park). Images of tadpoles body pigmentation were evaluated and
resulted in a mean transparency that is the complement of the darkening. There was
variation in the pigmentation pattern of animals from agricultural areas when compared
to animals from anthropized environments. The corn/soybean farm environment was the
major promoter of body darkening. Larvae of D. minutus presented a higher percentage
of caudal darkening (50.27%z 11.68) than L. fuscus (25.74% + 11.73), showing greater
sensitivity. We conclude that the analysis of caudal darkening can be used as a
biomarker of the effects of agricultural contaminants. Nevertheless, further studies on
this issue should be carried out with other species and biomarkers to obtain a

standardized biomarker protocol as a parameter to evaluate toxicity in anuran larvae.

Key words: Pigmentation, melanophores, tadpoles, agricultural area.



INTRODUCAO

Cromatoforos sdo células pigmentadas encontradas na pele de invertebrados e
vertebrados ectotérmicos, confere diferentes tonalidades de cor e s&o classificadas em
varios tipos de acordo com o pigmento contido, como: xantéforos que contém granulos
de pteridina e carotenoides que leva a coloracdo amarela, os eritréforos também com
pteridina que confere a coloracdo vermelha, leucéforos que contém granulos de purina
levando a coloracdo branca, os iridéforos de cor metalica que possuem granulos de
purina, mas ndo depositados em cristais e por fim os melanéforos que contém granulos
de melanina e promovem a coloragdo marrom a preto (Oliveira et al., 2017; Schartl et
al., 2015; Aspengren et al., 2009).

A cor é uma forma de identificacdo interespecifica entre os animais, pois através
dela eles se comunicam entre si e se adaptam a seu ambiente, além disso, a cor €
utilizada na camuflagem, no mimetismo e para afugentar predadores. Assim, a
coloracdo externa dos animais € um importante instrumento de sobrevivéncia (Wallin,
2002). Mudangas na cor da pele podem ser fisiologicas ou morfoldgicas (Kindermann;
Hero, 2016), a fisioldgica é definida como uma mudanca rapida na cor causada por um
movimento intracelular de organelas que contém pigmento, porém € transitoria e o
animal se recupera em minutos ou horas depois (Bagnara; Matsumoto, 2006). J& a
mudanca de cor morfolégica ocorre em longo periodo de tempo (Kindermann; Hero,
2016) e € resultante de alteracfes na quantidade de pigmento, pois inclui a sintese e/ou a
destruicdo de pigmento em reposta ao estimulo persistente (Bagnara; Matsumoto,
2006).

Vertebrados ectotérmicos tém em contraste com os mamiferos a capacidade
rapida de alterar sua coloracdo por regulacédo fisiologica dos cromatéforos cutaneos, e
nos melanoforos essa mudanca de cor é derivada do transporte intracelular dos
melanossomos (Aspengren et al., 2009), os quais sdo organelas que sintetizam e
armazenam a melanina (Marks; Seabra, 2001). Além disso, esses animais possuem
também células contendo melanina além da pele, os melandcitos, que também sédo
originados da crista neural ectodérmica (Oliveira et al., 2017; Salim; Ali, 2011; Sichel
et al., 1997) e que estdo presentes em 6rgdos e membranas (Oliveira et al., 2017). Estes

tipos celulares possuem funcdo de defesa imune particularmente contra fungos e



bactérias (Wallin, 2002). Também existe outro tipo de células contendo melanina,
porém originadas de células tronco hematopoiéticas denominadas melanomacrofagos
(MMCs) e estdo presentes em 6rgdos hematopoiéticos como figado e baco (Oliveira et
al., 2017; Franco- Belussi et al., 2016; Nilsson Skéld et al., 2013; Oliveira et al., 2012;
Galone et al., 2012; Zieri et al., 2007), constituindo um sistema extracutaneo de
pigmentacdo (Bagnara; Matsumoto, 2006), e esta relacionado ndo somente com fungdes
fagocitarias como também a defesa imunoldgicado organismo e detoxificagdo
de agentes xenobioticos (Kaur; Dua, 2015; Santos et al., 2014).

Assim, independente da origem, os trés tipos celulares (MMCs, melandcitos e
melandforos) possuem em seu citoplasma melanina, um polimero que atua contra agdo
de radicais livres (Mcgraw, 2005) protegendo as células de danos oxidativos (Kaur;
Dua, 2015; Santos et al., 2014; Agius; Roberts, 2003; Rozanowska et al., 1999). A
biossintese dessa substancia € iniciada pela hidroxilacdo da L-tirosina em L-3,4
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) pela acdo da enzima tirosinase (Prota, 1992), os
intermediérios de melanina sdo sintetizados a partir de tirosina dentro do limen dos
melanosomas e depois polimerizados para formar melaninas totalmente pigmentadas
(Marks; Seabra, 2001).

Os melandforos sdo o tipo de cromatdforo mais estudado, pois possuem um
elevado mecanismo de movimentacdo dos granulos de melanina dentro das células
quando estimuladas (Salim; Ali, 2011). Herrick (1933) descreveu os melandforos
dérmicos de cinco espécies de anuros como sendo células alongadas de poucas
ramificagdes com comprimentos variaveis de 150 a 200u e posteriormente Bagnara e
Matsumoto (2006) relataram que essas células geralmente residem na parte superior da
derme, abaixo da lamina basal, porém em vertebrados ectotérmicos os melandforos
estdo localizados tanto na epiderme como na derme (Aspengren et al., 2009). O termo
melandforo ficou convencionado como a célula pigmentar que contém melanina
presente em vertebrados ectotérmicos e o termo melanocito um sindnimo de melanéforo
(Prota, 1992) porém, aplicado a vertebrados endotérmicos, e embora o uso de ambas
nomenclaturas seja valido para anfibios (Bagnara; Matsumoto, 2006), em nosso estudo
seguimos a proposta de Oliveira et al. (2017) e utilizamos o termo melanéforo para as
células contendo melanina presentes na pele dos anfibios e melandcitos para células

contendo melanina presentes nos 0rgéos internos.
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No entanto, ambos os tipos de células pigmentares (internas ou externas) séo
utilizadas como biomarcadores em programas de biomonitoramento, pois servem de
alerta para presenca de poluentes antes que os danos sejam irreversiveis (Oliveira et al.,
2017; Josende et al., 2015). Neste sentido, os marcadores biologicos também ajudam a
avaliar o estado de saude das populagdes de anfibios (Jha et al., 2008; Venturino et al.,
2003) e estudos ja realizados com este grupo de organismos bem como com peixes
demonstraram o aumento da densidade de células fagocitarias, os melanomacrofagos,
como consequéncia da exposicdo desses animais a poluentes e/ou patologias (Perez-
Iglesias et al., 2016; Allen et al., 2004).

Os anfibios possuem caracteristicas como permeabilidade cutdnea, ovos sem
casca calcéria e ciclo de vida dependente do ambiente aquético, tornando-os sensiveis a
contaminantes ambientais (Blaustein; Bancroft, 2007; Blaustein; Wake, 1995) e podem
assim ser utilizados como bioindicadores de qualidade ambiental, avaliado pelos efeitos
gerais do lancamento de agentes quimicos sobre as popula¢des de organismos (Hayes et
al., 2010). Estes efeitos podem ser observados pela incidéncia de anomalias externas,
diminuicdo do crescimento e taxas de desenvolvimento, prejuizo nas taxas reprodutivas
e por fim morte (Sparling; Fellers 2009), especialmente pelos efeitos genotoxicos desses
agentes (Gongalves et al., 2015; Caraffa et al., 2013), sendo, portanto, organismos
comumente usados em estudos na area de Ecotoxicologia (Caraffa et al., 2013).

O Brasil é o maior consumidor de agrotoxicos do mundo e o segundo maior
exportador e ainda se desconhece muito sobre 0 uso destes e sobre o consumo, tipos e
volumes utilizados nas lavouras brasileiras além de sua toxicidade (Pignati et al., 2017).
Todos 0s anos novos produtos quimicos sdo sintetizados e afetam de forma direta ou
indireta 0s ecossistemas, e a introducdo destes compostos pode causar mudangas no
ambiente e pode configurar eventos de contaminacao (Martini et al., 2017).

Neste contexto e devido a escassez de trabalhos que utilizam biomarcadores
morfologicos, e especialmente os de pigmentacdo externa, em estudos ecotoxicoldgicos
envolvendo os anfibios, propde-se a utilizagdo de melanoforos cutaneos presentes nas
larvas de anuros (Dendropsophus minutus e Leptodactylus fuscus) para auxiliar na
avaliacdo dos efeitos de contaminantes agricolas sobre estes organismos, com trés
perguntas a serem respondidas: i) em qual ambiente os animais s&o mais afetados em
relacdo aos efeitos de contaminantes agricolas? ii) qual espécie teve maior sensibilidade

nas areas amostradas? E, por fim se a iii) avaliagdo do escurecimento corpOreo das
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larvas pode ser proposta como um novo biomarcador morfologico de efeito destes

contaminantes sobre a populacéo de girinos em ambientes naturais e antropizados.
MATERIAL E METODOS

Espécies do estudo:

Dendropsophus minutus (Peters, 1872) é uma espécie pertencente & familia
Hylidae ndo ameacada de extingdo e ocorre em toda a América do Sul (Gongalves et al.,
2017; Silvano et al., 2010). E considerada uma perereca pequena de 21-28 mm de
comprimento amplamente generalizada com grande espectro de coloracdo (Gehara et
al., 2014). Os girinos desta espécie sdo descritos por Rossa-Feres e Nomura (2006) e
diagnosticados como animais com comprimento que chegam a 37,52 + 2,96 mm, corpo
comprimido e oval em vista dorsal e triangular em vista lateral, focinho arredondado em
vista dorsal e inclinado em vista lateral, olhos grandes e lateralmente direcionados,
narinas grandes, circular e posicionada lateralmente.

Leptodactylus fuscus (Schneider, 1799) € uma espécie pertencente a familia
Leptodatctylidae e também ndo se encontra ameacada de extingdo. Ocorre em toda
Ameérica do Sul (Silvano et al., 2010) e é conhecida por se abrigarem em camaras
durante o dia, bem como por possuir cuidado parental com suas larvas (Oliveira Filho;
Giaretta, 2008). Outra caracteristica da espécie é de ndo possuirem flanges entre os
dedos e os machos nao possuirem espinho no primeiro dedo (Langone et al., 2005). Os
girinos desta espécie sdo descritos por (Rossa-Feres; Nomura, 2006) e diagnosticados
como animais com comprimento que chegam a 27,76 + 2,30 mm corpo deprimido, oval
em vista dorsal e globular, deprimido em vista lateral, focinho oval em vista dorsal e
inclinado em vista lateral, olhos pequenos, dorsais, dirigidos lateralmente, narinas
pequenas, oval e posicionadas dorsalmente com abertura lateralmente dirigida.

Todos os animais apés coletados, foram identificados com auxilio de uma chave
de identificagdo para larvas de anuros (Rossa-Ferez e Nomura, 2006), através de
microscopio éptico (modelo Lab 1001 PB) acoplado com camara digital (modelo 3.0

megapixels).

Local de coleta dos animais:

As espécies Dendropsophus minutus e Leptodactylus fuscus foram coletadas em

trés ambientes com diferentes paisagens na regido sudoeste do Estado de Goias, Brasil.
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O primeiro ambiente, o Parque nacional das Emas (PNE) (18°15°47.78’S;
52°53°23.90’W), Unidade de Conservacao Federal e considerada uma &rea preservada,
se localiza no municipio de Chapaddo do Céu, possui uma area de conservagdo federal
com 132.000 hectares e com paisagem constituida basicamente de formacoes
campestres com areas abertas (Giozza et al., 2017; Costa et al., 2009), porém a partir da
década de 1970 expandiu-se no entorno do parque a cultura de soja, milho e cana de
acucar o que causou transformacdo na vegetacdo do entorno (Giozza et al., 2017). O
segundo ambiente, denominado apenas de fazenda ou area de cultivo soja/milho, é uma
area de cultura agricola localizado no municipio de Rio Verde, Goias. Compreende a
area total de plantio de aproximadamente 1.029,33 hectares e caracterizada pelo plantio
direto de soja (Glycine max) e milho (Zea mays) em revezamento, com uso extensivo de
fertilizantes e demais agrotoxicos para controle de pragas. O Gltimo ambiente, Usina ou
também cultivo cana-de-agucar, esta localizado no municipio de Paraina-Goias e se
trata de uma industria de cana-de-acUcar (Saccharum officinarum) para producdo de
alcool anidro e hidratado que produz cerca de 2.000.000 toneladas de cana por safra,
segundo dados da prépria inddstria (Usinova, 2017). As coletas dos espécimes larvais
(n=10 de cada espécie em cada ambiente, totalizando, portanto, n=30 animais da espécie
D. minutus e n=30 animais da espécie L. fuscus) aconteceram na estacdo chuvosa entre
0s meses de novembro de 2016 a janeiro de 2017 em pocas permanentes e temporarias
com auxilio de um puca (malha 3x3 mm) no interior e nas extremidades das mesmas
conforme descrito por Morais et al. (2011).

Assim que coletados, todos os animais foram anestesiados com agua gelada e
sacrificados por excesso de benzocaina (5g/L) por 2 minutos (Campana et al., 2003).
Posteriormente, foram conservados em solucdo de formaldeido a 10% e transportados

para o Laboratorio de Biologia Animal do Instituto Federal Goiano (LABAN).

Analise de Escurecimento Corporeo:

Para a analise do escurecimento corpéreo as caudas dos girinos de D. minutus e
L. fuscus, foram fotografadas sob condi¢Ges de luz padronizada e plano fundo da
imagem branco, com vista lateral dos espécimes utilizando uma camera acoplada ao
estereomicroscopio (Laborana modelo NSZ-405). Para a selecdo da area a ser analisada,
foram definidas seis regides da cauda: trés situadas a cima da musculatura e trés

situadas abaixo da musculatura. As regides selecionadas ndo se sobrepunham umas as
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outras, e desta forma, uma area maior foi analisada, obtendo maior representatividade
da area da cauda como um todo. Os pontos de referéncia foram definidos para assegurar
que a mesma area fosse analisada em todos os animais. As imagens ap0s capturadas
foram analisadas no Adobe Photoshop® versdo Cc 2014 seguindo protocolo de
Svensson et al. (2005) e adaptado para anuros por Franco-Belussi et al. (2016). Para
isso, as imagens foram convertidas para 0 modo CIE L*a*b*, em que L* é o pardmetro
de luminosidade de acordo com as recomendagdes do Comité Internacional “I’Eclairage
(CIE) ”. CIE L*a*b* definindo a imagem preta total (L * = 0) e a imagem branca total
(L * = 255). Analisou-se 3,10 mm? em cada regio totalizando portanto 18,6 mm? de
area analisada. Essa medida foi escolhida por representar a area minima necessaria
evidenciada no menor espécime, para possibilitar a anélise lateral usando a ferramenta
de marcacdo retangular do programa Adobe Photoshop® (Figura 1). Os valores médios
de transparéncia da area selecionada foram medidos usando a ferramenta histograma.
Uma vez que as fotografias foram tiradas em uma mesa de luz e toda a luz permeava a
pele, a L * da bidpsia da pele estava diretamente relacionada a sua transparéncia. Como
0 conceito de transparéncia da pele é relevante para a compreensao deste sinal de cor,
converteu-se L * em uma medida de transparéncia. Isso foi feito calculando a
porcentagem de L * na &rea selecionada em relacdo ao L * do plano de fundo
(transparéncia = 100 x L * / 255) * O escurecimento foi calculado como o complemento
da transparéncia, e os dados foram mostrados em porcentagem de escurecimento (preto
= 100%).

Todos os 10 animais, representantes de cada area estudada e de cada espécie
foram analisados. Para cada animal foram analisadas duas imagens e dessas obtidas o
valor médio. Esta mesma analise, também foi reproduzida por Franco-Belussi et al.
(2016) para avaliar efeitos de radiacdo UVB em adultos de Physalaemus nattereri para

escurecimento corpéreo.



14

0,60 cm

Figura 1: Cauda de um espécime de girino para demonstrar a metodologia da area analisada A:
area delimitada para andlise do escurecimento corp6reo; M: musculatura; PS: porcao superior
da cauda; PI: porcéo inferior da cauda.

Anélise Estatistica:

Para avaliar se houve diferenca no escurecimento da cauda (variavel resposta)
entre as espécies; e se houve variagdo do escurecimento entre 0s ambientes amostrados
os dados foram transformados, utilizando a fungdo raiz quadrada para atender as
premissas de homogeneidade de variancia e normalidade. Posteriormente, foi realizada
uma analise de variancia (ANOVA fatorial) seguida de um post hoc teste de Tukey
utilizando o critério de significancia a p < 0,05. O programa estatistico utilizado foi o

Statistica® versao 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve maior porcentagem de escurecimento corporeo em D. minutus em relacdo
a L. fuscus (F1,53 = 386,3; p = 0,0001) independente do ambiente estudado (Fig. 2A). Os
valores médios do escurecimento de D. minutus foi de 50,27%=+11,68 e L. fuscus foi de
25,74%2+11,73 (Tab. 1).

No entanto, quando se compara os dados das espécies nos diferentes ambientes,
foi observada maior porcentagem de escurecimento da cauda em D. minutus coletados
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em areas de cultivos de soja/milho (Fazenda) e cana-de-acucar (Usina) diferindo dos
animais de ambientes preservados (F253=19,37; p <0,01). Contudo, para a espécie L.
fuscus houve maior porcentagem de escurecimento caudal de animais coletados em
areas de cultivo de soja/milho (Fig. 2B, Tab.1, Fig. 3).

60 70

_%_ Dendropsophus minutus .
Leptodactylus fuscus I

-
oo

Escurecimento caudal (%)
8 &
Escurecimento caudal (%)
5
——

20 10
Dendropsophus minutus Leptodactylus fuscus Preservada Cana de agucar Sop/Miho

Espécie Area

Figura 2. (A) Porcentagem de escurecimento corporeo de Dendropsophus minutus e
Leptodactylus fuscus, independentemente do local de coleta e (B) nos ambientes
estudados: Preservada: Parque Nacional das Emas; Cana-de-acucar: Usina; Soja/milho:
Fazenda. Diferentes letras mindsculas indicam diferencas estatisticas de acordo com a
ANOVA. Valores acompanhados da mesma letra representam semelhanca estatistica.

Tabela 1: Média e desvio padrdo da porcentagem de escurecimento corpéreo de
Dendropsophus minutus e Leptodactylus fuscus nos trés ambientes estudados.
Preservado: Parque Nacional das Emas; Cana: Usina de cana-de-acucar; Soja/milho:
Fazenda com cultivo de milho/soja.

Espécie Ambiente
Preservado Cana Soja/milho Média Total = DP
MédiatDP  MédiatDP  MédiatDP

D. minutus  36,89+4,74° 51,99+3,07% 61,93+7,38° 50,27+ 11,68

L. fuscus 19,16+2,53* 17,65+2,40° 40,40+8,49° 25,74+ 11,73

Diferentes letras mindsculas indicam diferencas estatisticas, mas valores acompanhados
da mesma letra sdo semelhantes entre si.
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D. minutus
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Figura 3. Fotodocumentagdo da cauda dos girinos de Dendropsophus minutus e de
Leptodactylus fuscus coletados nos trés ambientes. Setas: indicacdo dos melanoforos
cutaneos.

Constatou-se que a espécie D. minutus teve maior porcentagem de
escurecimento corporeo comparado a L. fuscus e o ambiente em que os animais
obtiveram maior escurecimento caudal foi na area de plantacdo de milho/soja. Animais
ectotérmicos apresentam melanina dentro de células denominadas de melandforos que
possuem a capacidade de agregar ou dispersar os granulos de pigmento dentro de seu
citoplasma. A mudanca de cor estd relacionada a esta movimentagdo intracelular da
melanina que pode persistir ou ser efémera dependendo do agente causador dessas
mudangas. Segundo Oliveira et al. (2017) em estudos experimentais, larvas de anuros
expostas a diferentes concentracBes de atrazina, apresentaram maior area de ocupacao
da melanina dentro dos MMCs, em relagdo a animais controle. Neste sentido, 0s
animais coletados em areas com extensiva monocultura podem ter apresentado maior
porcentagem de escurecimento da cauda em fungdo da exposicdo aos contaminantes,
uma vez que foram encontrados maiores valores no ambiente antropizado em rela¢do ao
ambiente preservado. Ainda de acordo com Oliveira et al. (2017) em estudos de
pigmentacdo visceral de adultos e cutdnea com larvas do género Rhinella, os anuros
adultos demonstraram respostas semelhantes as registradas pelas larvas deste estudo, e
para ambas as situacOes (adultos e larvas) houve aumento de pigmentacdo. Porém, cabe
salientar que adultos de L. fuscus tiveram acréscimo mais expressivo de melanina dentro

dos MMCs, quando comparados aos individuos de D. minutus (Oliveira et al. 2017), ja
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para as larvas analisadas neste trabalho, D. minutus apresentou maior escurecimento que
L. fuscus. Mesmo se tratando de células diferentes, tanto os MMCs quanto 0s
melandforos contém melanina em seu citoplasma e entdo uma analogia pode ser feita
para pigmentacdo cutanea, em que os efeitos de agentes externos podem, assim como
para 0s MMCs, ter promovido a dispersdo ou o aumento da melanina dentro dos
melandforos cuténeos presentes na pele dos girinos, promovendo, portanto, maior
escurecimento corpéreo. Estudos com melandforos de peixes da espécie Oreochromis
mossambicus, mas conhecido como tilapia, mostrou prontamente mudancas de resposta
para estressores ambientais (Daiwile et al., 2015). Os estimulos ambientais dentre eles
0S estressores como 0s pesticidas, podem realocar os melanossomas presentes nos
melandforos, resultando num clareamento quando ha agregacdo do pigmento ou no
escurecimento quando ha dispersdo dos granulos de melanina, dentro desses
corpusculos celulares (Polo-Cavia; Gomez-Mestre, 2017; Kindermann; Hero, 2016).

Além disso, 0 menor escurecimento caudal observado na larva de L. fuscus pode
estar relacionado ao modo reprodutivo apresentado pelos individuos adultos, e a espécie
constroi ninhos de espuma em camaras subterrdneas em corpos d’agua temporarios
(Grosso et al., 2017; Bardier et al., 2014; Camargo et al., 2006; Langone; De S&, 2005).
Sendo assim, as larvas podem permanecer por maior tempo neste ninho e, portanto,
tornam-se menos expostas ao ambiente aquatico; diferentemente da desova observada
em D. minutus, nos quais seus ovos e girinos sdo exotréficos (Pombal Jr; Haddad, 2005)
e as fémeas depositam os ovos em folhas que rapidamente eclodem e caem dentro
d’agua para completar o desenvolvimento (Silvano et al., 2010), passando, portanto, boa
parte deste ciclo dentro da &gua (Thibaudeau; Alting, 2012). D. minutus possui 0 modo
reprodutivo mais generalizado e ancestral dos anfibios, e, no entanto, essa caracteristica
reprodutiva pode ser uma resposta do porqué esta espécie de larva demonstrou mais
sensivel do que L. fuscus. Trabalhos com diferentes categorias de poluentes relatam que
os efeitos destes podem variar de espécie para especie (Perez-lIglesias et al, 2015; Bruhl
et al., 2013; Relyea, 2009) e até mesmo dentro da propria espécie em diferentes
populagdes (Harris et al., 2000; Johansson et al., 2001; Smith; Burgett, 2005),
corroborando com os resultados aqui demonstrados.

Outro resultado encontrado € que houve maior porcentagem de escurecimento
caudal em larvas de anuros encontradas em ambiente de plantagdo de soja/ milho

(fazenda), tanto para D. minutus como para L. fuscus. Contaminantes agricolas como
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atrazina um potente desregulador endocrino em baixas concentracdes demonstram
poucos efeitos em anuros adultos, porém a interferéncia € muito maior em larvas, visto
que podem interferir na metamorfose e na diferenciacdo sexual, mesmo em baixas
dosagens (Hayes et al., 2006). Varios trabalhos com larvas de anuros demonstram
efeitos nocivos de agrotoxicos sobre essas populacdes (Silva et al., 2013). Segundo
Kohr e McCoy (2010), a metamorfose é controlada por horménios da tireoide, assim,
animais que vivem em ambientes estressantes podem ter seu sistema enddcrino
desregulado e consequentemente uma metamorfose inapropriada. Pesticidas em geral,
podem afetar negativamente as taxas de crescimento de populacdes de anfibios,
alterando o desenvolvimento das larvas, crescimento, morfologia, fisiologia e
comportamento e acontece, provavelmente por inducdo ao dano no DNA,
consequentemente diminuindo a reproducéo (Pérez-Iglesias et al.,2016; Gongalves et al.
2014; Sparling et al. 2010). Franco-Belussi et al. (2016) também observaram o aumento
no escurecimento corporeo por incidéncia de radiacdo UV em adultos de Physalaemus
nattereri em diferentes tecidos como resposta da dispersdo da melanina frente a
protecdo de células e érgdos. Mudancas na coloracdo de girinos de Rhinella marina por
inducdo da luz também foram constatadas, e 0s animais se tornavam mais escuros na
presenca de luz e mais claros na auséncia dela, para este fenémeno foi dado o nome de
fotossensibilidade, (Beaty et al., 2015).

Assim, com relacdo as funcbes do sistema pigmentar, e especificamente da
melanina, o aumento do escurecimento corpdéreo observado em ambas as espécies
inseridas em ambiente agricola, pode estar relacionado as funcBes de defesa
imunolégica do organismo e detoxificacdo de agentes xenobioticos (Kaur; Dua, 2015;
Santos et al., 2014), uma vez que alguns estudos ja demonstraram que contaminantes de
origem agricola tem papel sobre sistema imune dos anfibios, diminuindo a resisténcia
dos mesmos, consequentemente deixando-os propensos a infecgbes por trematddeos,
nematodeos, infeccBes virais e bacterianas (Kohr; McCoy, 2010). Martin et al. (2010),
em sua revisdo cita que girinos expostos a agua de escoamento agricola se tornam mais
propensos a infeccBes por trematddeos causando deformidades. A poluicdo afeta a
susceptibilidade dos anuros alterando os tragos de vida do parasita e do hospedeiro,
porém os efeitos das formulacdes comerciais se testadas em girinos isoladamente

podem ndo surtir efeitos, mas juntamente com outros surfactantes sim (Rohr et al.,
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2008), sendo que estudos com efeitos sinérgicos entre a dindmica das doencas e as
mudangas ambientais devem ser melhor avaliadas (Thibaudeau; Alting, 2012).

Além disso, o ambiente de cultivo de soja/milho foi o que mais promoveu
escurecimento para ambas as espécies. Neste sentido, os resultados aqui encontrados
podem ser explicados pelo motivo que a soja foi a cultura que mais utilizou agrotoxicos
no Brasil 63%, seguida de milho 13% e cana-de-agUcar 5%, sendo o Estado de Goiés o
5° consumidor de pesticidas em 2015 e mais especificamente 0 municipio de Rio Verde
estando entre os 10 mais consumidores (7,3 milhdes de litros) de agroguimicos no
Brasil em 2015 (Pignati et al., 2017). Outro fator preponderante para a interpretacdo dos
resultados desse estudo é que ha rotacdo anual entre culturas de milho e soja, por causa
das extensas areas de cultivo (Cruz at al., 2009). Esta rotacdo consiste em alternar o
cultivo de espécies com sistemas radiculares diferentes como leguminosas e gramineas,
por exemplo, e ao longo do tempo, torna o solo mais produtivo e € uma maneira mais
sustentavel de utilizacdo do mesmo (Gongcalves et al., 2007) é o que se chama safrinha
de milho, aumentando o periodo de tempo que a cultura permanece no campo durante o
ano (Cruz et al., 2009), ndo ocorrendo com a cana-de-agucar por se tratar de uma cultura
perene (Townsend, 2000).

Com relagdo ao ambiente de cultivo de cana-de-agUcar, 0 primeiro ano de
estabelecimento das mudas € um periodo essencial para o desenvolvimento da planta,
mais especificamente nos primeiros 90 dias, ficando mais susceptiveis ao ataque de
pragas e doencas (Townsend, 2000), sendo a praga de maior destaque a broca da cana-
de-agUcar, Diatraea saccharalis, que durante sua fase de lagarta, abre galerias no colmo
da cana, sendo exatamente por este motivo o controle quimico inatil e o controle
bioldgico com parasitoide mais utilizado (Oliveira et al., 2012), diminuindo assim a
quantidade de inseticidas no combate a pragas. Contudo, ndo ha aqui a intencdo de
associar um unico composto quimico em especifico como promotor do escurecimento
caudal, no entanto, os dados sugerem que animais inseridos em ambientes antropizados
demonstram alteracGes morfoldgicas em seu padrdo de pigmentacédo externa.

Os organismos podem muitas vezes enfrentar heterogeneidade ambiental de
modo que um Unico padrdo de coloracdo pode ndo estar sempre presente em todas as
condi¢Bes ambientais (Polo-Cavia; Gomez-Mestre, 2017). No entanto, 0 uso de
quimicos agricolas causa tantos prejuizos e desvantagens a qualidade de vida desses

animais como ja citadas, e sugerindo que 0 escurecimento corpdreo seria mais uma



20

manifestacdo, de que algo ndo esta de acordo com os padrdes, que aquelas espécies ja
possuiam. Em muitos animais, a coloragao do corpo é usada principalmente para defesa
contra predadores, estes muitas vezes ndo conseguem detectar ou reconhecer a presa
camuflada (Kang et al., 2016), A literatura sobre a coloracdo e padrGes de cores € muito
incompleta para os girinos, provavelmente porque as coloragdes usadas nas interacoes
agressivas, manutencéo territorial e reconhecimento de espécies e sexo sdo ausentes
nessa fase (Thibaudeau; Alting, 2012). Ent&o, se a coloracao € alterada pela exposicéo a
estes xenobioticos, e as larvas ficam expostas muitas vezes em pogas rasas, vulneraveis
a predacdo, as modificagdes nos padrdes de cor podem estar relacionadas com a
sobrevivéncia do espécime, interferindo, portanto, na camuflagem e consequentemente
alteraria a ecologia das espécies de anfibios, que estdo inseridas em paisagens agricolas,
sendo, portanto, outro motivo para declinio populacional dentro do grupo dos anuros.
Portanto, concluindo gque a analise de escurecimento corpéreo pode ser utilizada
como um biomarcador dos efeitos de contaminantes agricolas, ja& que os resultados
mostraram que houve diferenca na coloracdo de larvas de D. minutus e L. fuscus de
ambientes antropizados em relacdo ao ambiente preservado. Porém, mais trabalhos
devem ser realizados com outras espécies para obter um protocolo padronizado de

biomarcador como parametro para se avaliar toxicidade em larvas de anuros.
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CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que a analise de escurecimento corpdreo pode ser utilizada como um
biomarcador dos efeitos de contaminantes agricolas, visto que os resultados mostraram
que houve diferenca na coloracdo de larvas de D. minutus e L. fuscus de ambientes

antropizados, em relacdo ao ambiente preservado.



