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RESUMO GERAL

COSTA, E. K. S. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — fevereiro de 2022.
Estudos ecotoxicologicos envolvendo o género Rhinella: uma abordagem
cienciometrica e analises genotoOxicas. Orientadora: Lia Raquel de Souza Santos.
Coorientadora: Maria Andréia Corréa Mendonca

A acdo decorrente da expansédo das areas urbana e agricola, podem causar desequilibrio
no ecossistema e atingir organismos ndo alvos, como os anfibios. Nesse sentido, este
trabalho teve como objetivo investigar a contribuicdo cientifica dos estudos
ecotoxicolégicos envolvendo animais do género Rhinella. Como resultado desta
investigacdo, tem-se que o primeiro estudo ecotoxicolégico com anfibios data de 1952,
mas somente em 2009 foram publicados os primeiros trabalhos com este género. A
espécie R. arenarum foi a mais encontrada na bibliografia, sendo localizada em mais de
64% do total de estudos. Os pesticidas foram os contaminantes mais testados nas
pesquisas, seguidos dos metais pesados. O género Rhinella possui cerca de 90 espécies
e apenas 8 foram encontradas nos trabalhos, refletindo o longo caminho a ser percorrido
a fim de preencher lacunas de conhecimento sobre dados ecotoxicoldgicos para as
espécies e proteger a biodiversidade dos impactos gerados pelas acbes antrépicas.
Associado a esse contexto, e de modo a diminuir as lacunas de conhecimento, foi
realizado um estudo que investigou a susceptibilidade de dano genotéxico em girinos de
Rhinella diptycha expostos em ambiente urbano e agricola no municipio de Rio Verde,
Goiés, Brasil. O experimento foi projetado para uma investigacdo in situ e em
laboratério, com andlise da capacidade de recuperagdo do dano. Os resultados
mostraram que animais de &rea agricola apresentaram maior frequéncia de dano
genotoxico comparados aos de ambiente urbano. Também, os animais da area urbana,
apresentaram células como binucleadas e entalhadas, anormalidades nucleares, com
maior frequéncia quando comparados com 0s animais que estavam em &rea de lavouras.
Quando comparado as amostras in situ com as do controle negativo, ou seja, aqueles
que permaneceram em agua limpa, foi observada diminuicdo na frequéncia de dano.
Com isso, este estudo demonstra que anuros de area agricola sdo susceptiveis a dano
genotoxico e ainda, mais estudos devem ser realizados, especialmente utilizando
maultiplos biomarcadores para R. diptycha.

PALAVRAS-CHAVE: Ecotoxicidade; revisao; pesticidas; dano genotdxico; girinos.
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GENERAL ABSTRACT

COSTA, E. K. S. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde- February 2022.
Ecotoxicological studies involving the genus Rhinella: a sciencemetric approach
and genotoxic analysis. Advisor: Lia Raquel de Souza Santos. Co-supervisor: Maria
Andréia Corréa Mendonca

The action resulting from the expansion of urban and agricultural areas can cause an
imbalance in the ecosystem and reach non-target organisms, such as amphibians. In this
sense, this work aimed to investigate the scientific contribution of ecotoxicological
studies involving animals of the genus Rhinella. As a result of this investigation, the
first ecotoxicological study with amphibians dates from 1952, but only in 2009 the first
works with this genus were published. The species R. arenarum was the most found in
the bibliography, being found in more than 64% of the total of studies. Pesticides were
the most tested contaminants in research, followed by heavy metals. The genus Rhinella
has about 90 species and only 8 were found in the work, which reflects the long way to
go to fill knowledge gaps on ecotoxicological data for the species and protect
biodiversity from the impacts generated by human actions. Associated with this context,
and to reduce the knowledge gaps, a study was carried out to investigate the
susceptibility to genotoxic damage in Rhinella diptycha tadpoles exposed in urban and
agricultural environments in the municipality of Rio Verde, Goias, Brazil. The
experiment was designed for one in situ and one laboratory investigation, with analysis
of the damage recovery capacity. The results showed that animals from agricultural
areas showed a higher frequency of genotoxic damage compared to those from urban
environments. Also, the animals from the urban area, showed cells as binucleated and
notched, nuclear abnormalities, more frequently when compared to the animals that
were in crops area. When comparing the in situ samples with those of the negative
control, that is, those that remained in clean water, a decrease in the frequency of
damage was observed. Thus, this study demonstrates that anurans from agricultural
areas are susceptible to genotoxic damage and further studies should be carried out,
especially using multiple biomarkers for R. diptycha.

KEYWORDS: Ecotoxicity; revision; pesticides; genotoxic damage; tadpoles.
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1. INTRODUCAO GERAL

O exponencial crescimento da populacdo humana tem demandado aumento
na producdo agricola mundial e, consequentemente, uso intensificado de pesticidas
(Kohler e Triebskorn, 2013). Concomitantemente, a substituicdo de paisagens
naturais por edificios, indUstrias e &reas agricolas, vem causando graves mudancas no
meio ambiente (Wang et al., 2013), e gerando impacto direto nos ecossistemas
(Lajmanovich et al. 2003; Widder e Bidwell 2006; Blaustein et al. 2011; Peltzer et al.
2011; Andrade e Castro 2012; Caraffa et al. 2013; Minambiente 2014). Dentre esses
impactos citam-se a biodisponibilidade de pesticidas em corpos d’agua de &reas
agricolas, seja por aplicacdo direta, deriva e / ou escoamento (Wagner et al. 2014),
como também as emissdes de metais pesados e outros contaminantes industriais, 0s
quais alteram consideravelmente a estrutura dos ecossistemas e representam,
portanto, risco potencial para organismos ndo alvo, como os anfibios (Croteau et al.,
2008).

Os anfibios representam atualmente o grupo de animais vertebrados mais
ameacado mundialmente, com 41% das espécies em perigo de extingdo (IUCN,
2021). Vaérias causas tém motivado esse declinio, como destruicdo de habitat,
aumento da suscetibilidade a doencas, mudancas climéaticas e contaminagdo por
xenobidticos (Smalling et al. 2015). Esses animais sdo individualmente sensiveis a
poluicdo, pois possuem um ciclo de vida bifasico e pele altamente permeéavel,
permitindo a facil absorcdo de contaminantes (Quaranta et al. 2009). Além disso,
embrides e larvas sdo depositados em habitats aquaticos tornando-0s mais expostos
aos poluentes (Brihl et al. 2013).

A qualidade ambiental da agua tem sido analisada através dos parametros
fisico-quimicos com valores de referéncia e classificacdes de poluentes prioritarios.
Entretanto, tem sido insuficiente para resguardar o ambiente aquéatico a fim de
preserva-lo. Com isso, atualmente, tem se empregado o0 uso de bioensaios e
biomarcadores de toxicidade para 0 monitoramento da qualidade ambiental, que tém
crescido globalmente e, vem representando importante avango na avaliagdo
ecotoxicoldgica de ambientes aquaticos (Roig et al. 2015; Castro-Catala et al. 2016).
Mais especificamente, o teste do micronicleo (MN) aponta dano genotdxico através
da presenca de macroles6es de DNA (Lajmanovich et al., 2012; Cabagna et al., 2006;
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Ossana e Salibian, 2013). Este teste é simples, sensivel e confiavel e seus resultados
sdo obtidos em tempo recorde para examinar o dano genético (Fenech 2000).
Destarte, um dos objetivos deste estudo foi investigar os artigos publicados
com dados ecotoxicologicos envolvendo animais do género Rhinella (com 89
espécies, Frost, 2022). E, com toda a problemética ambiental apresentada, o segundo
capitulo objetivou analisar os efeitos da qualidade da 4gua de areas urbana e agricola,
do municipio de Rio Verde - GO, a organismos ndo alvos, por meio de analises
fisico-quimica e analises ecotoxicoldgicas. Assim, com o intuito de preencher
lacunas de conhecimento sobre as espécies de anfibios nativas que se utilizam desses
ambientes, foram utilizados como organismo teste, girinos da espécie Rhinella
diptycha. Esse anuro, conhecido popularmente como sapo cururu possui ampla
distribuicdo na América do Sul, encontrado no Brasil, Paraguai, Bolivia, Argentina e
Uruguai (Frost, 2021), inclusive no Cerrado Brasileiro (Colli et al., 2002), sendo

comum ser encontrado em &reas abertas e urbanas do municipio de Rio Verde.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Investigar a contribuicdo cientifica mundial, com dados ecotoxicologicos
envolvendo animais do género Rhinella e avaliar os possiveis impactos de areas
agricola e urbana sobre larvas de Rhinella diptycha, através da aplicacdo do teste do

micronucleo (MN) e de outras alteracdes eritrocitarias nucleares (AENS).

Objetivos Especificos:

e Investigar as espécies do género Rhinella analisadas em estudos
ecotoxicoldgicos desde o primeiro estudo até o final do ano de 2021 em uma
escala mundial, sua distribuicdo geogréafica, os estressores ambientais testados
ou encontrados e a tendéncia de produgdo cientifica com esse género;

e Analisar a frequéncia de células micronucleadas e demais alteracdes
eritrocitarias nucleares (AENS) que se apresentam no sangue periférico dos
girinos coletados em ambientes urbanos e agricolas;

e Analisar a frequéncia de células micronucleadas e demais alteracdes

eritrocitarias nucleares (AENs) nos animais expostos ao controle negativo;
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Resumo

Os anfibios sdo organismos que estdo sujeitos a um risco de declinio populacional pela
exposicdo a diversos compostos quimicos, como pesticidas, herbicidas e antibiéticos
disponiveis nos ambientes aquaticos. Esses poluentes tém efeitos letais e subletais em
animais, especialmente em anfibios, devido a suas caracteristicas ecoldgicas e
morfofisioldgicas. Assim, esses animais sdo usados como modelos biologicos para
monitorar a salde ambiental de varios locais em todo mundo. Com isso, este trabalho
teve como objetivo investigar a contribuicdo cientifica para estudos ecotoxicoldgicos
envolvendo animais do género Rhinella. O primeiro estudo ecotoxicoldgico com
anfibios foi publicado em 1952, mas s6 em 2009 foram publicados 0s primeiros
trabalhos dessa area com o género Rhinella. A espécie R. arenarum foi a mais
encontrada na bibliografia, sendo localizada em mais de 64% do total de estudos. Os
pesticidas foram 0s contaminantes mais testados e 0os metais pesados foram estudados
em mais de 10% das pesquisas. O género avaliado neste trabalho possui cerca de 90
espécies, e apenas 8 foram encontradas nos trabalhos, refletindo o longo caminho a ser
percorrido a fim de preencher lacunas de conhecimento sobre as espécies e proteger a
biodiversidade dos impactos gerados pelas acbes antropicas. Os estudos
ecotoxicoldgicos tém grande importancia sobre a qualidade de vida e sobrevivéncia das
espéecies, no entanto, ainda sdo escassos, principalmente para uma avaliacdo de
maultiplos estressores.

Palavras-chave: Toxicidade; Revisao; Rhinella; Contaminantes; Estudos.


mailto:lia.santos@ifgoiano.edu.br

21

3.1 INTRODUCAO

Os anfibios sdo organismos modelo usados como sentinelas para monitorar a
salde ambiental do mundo (Liu et al., 2016). Com caracteristicas relacionadas ao seu
metabolismo, ciclo de vida e ecologia, esses individuos sdo mais vulneraveis a extincao
do que outros grupos de vertebrados (Sparling et al., 2010). Esses animais sdo
individualmente sensiveis a inimeros contaminantes ambientais durante seus estagios
embrionérios, pela permeabilidade de sua pele as substancias toxicas e a vulnerabilidade
que a metamorfose causa no desenvolvimento larval (Vitt et al., 1990). Além disso,
perda de habitat, fragmentacdo e degradacdo, como resultado da urbanizagdo sdo as
principais ameacas as populacGes de anfibios (Peltzer et al., 2003; McDaniel et al.,
2004; Metts et al., 2012).

N&o obstante, o aumento da producdo agricola global e consequente uso
extensivo de agroquimicos, particularmente de pesticidas nas lavouras, expe
populacdes de anfibios a diversos produtos quimicos em ambientes aquaticos dentro de
agroecossistemas (Sparling and Fellers, 2009), portanto, podem promover efeitos letais
e subletais em animais (McDaniel et al., 2004; Metts et al., 2012). Diante disto, torna
necessario um conhecimento completo do impacto desses compostos em espécies e
populacdes de animais selvagens, especialmente a fim de estabelecer ligagdes com
amplos declinios de biodiversidade (Bustamante et al., 2005; Noyes et al., 2009; Kohler
e Triebskom, 2013). Vérios pesquisadores mostraram recentemente que um nudmero
significativo de contaminantes de preocupacdo emergente (CPEs), como produtos
farmacéuticos (hormonios, betabloqueadores, esterdides e antibidticos) resultam na
poluicdo dos ambientes aquaticos, assim como pesticidas (Rodriguez-Mozaz et al.,
2020; Alvarez-Ruiz et al., 2020).

Dentre os efeitos desses compostos quimicos no ambiente, citam-se alteragdes
genéticas promovidas por agentes genotoxicos, cujas implicacBes bioldgicas na salde
das populacdes de anfibios impactam em consequéncias ecoldgicas em ecossistemas
terrestres e aquaticos. Uma forma de verificar esses danos, é através da técnica do
microndcleo, desenvolvida por Jaylet et al. (1986) para anfibios, e que estd sendo
amplamente empregada no monitoramento ecotoxicolégico e indicador de danos ao
DNA (Machado da Rocha, 2011).

Além do teste de micronucleo, hd também o uso de anélise do sistema de defesa
antioxidante presente em organismos aerébicos, que é complexo e inclui defesas
enzimaticas e ndo enzimaticas para neutralizar acGes de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Halliwell e Gutteridge, 2007). O desenvolvimento desse sistema antioxidante
em embrides de anfibios € que os protege contra ambientes pro-oxidantes (Ferrari et al.,
2011). As poliaminas, também, sdo moléculas-chave envolvidas no controle da vida e
da morte celular. Os baixos niveis intracelulares dessas poliaminas podem causar
inibicdo da proliferacdo e diferenciacdo celular e até na morte celular (Bensaad et al.,
2001).

Assim, dada a importancia da avaliagdo dos varios fatores de risco para as
populagcdes expostas, 0 uso de bioensaios e biomarcadores de toxicidade para o
monitoramento da qualidade ambiental, vém ganhando atencdo globalmente. Neste
contexto, este estudo teve como objetivo analisar a contribuigdo cientifica mundial com
dados de ecotoxicologia envolvendo anuros, em especial, 0 género Rhinella (Fitzinger,
1826) por ensejar que espécies comuns, embora frequentemente negligenciadas, sdo
importantes em termos de conservacdo (Gaston e Fuller, 2007). Neste contexto, este
estudo investigou as espécies mais estudadas, sua distribuicdo geogréfica, os estressores
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ambientais testados ou encontrados e a tendéncia de producéo cientifica com o género
Rhinella ligado a estudos de ecotoxicidade.

3.2 MATERIAL E METODO

Neste estudo foram rastreados artigos sobre o género Rhinella e poluicdo
utilizando-se da base de dados, I1SI Web of Science (www.isiknowledge.com), com as
seguintes  palavras-chave: TS = (Rhinella* AND Pollution) ORTS =
(Rhinella* AND Contamination) OR TS = (Rinella* AND Pesticides). Os dados
foram compilados do periodo mais remoto disponivel na base de dados (2009) até
dezembro de 2021, a fim de garantir a identificagdo do maior nimero possivel de
estudos. Foram excluidos os artigos nos quais 0s organismos testes ndo pertenciam ao
género escolhido e, também artigos que ndo investigavam danos genotdxicos (Figura 1).
Esta revisdo da literatura cientifica foi baseada nos estudos de Nabout et al. (2012,
2014) e Benvindo et. al. (2017). Para cada artigo encontrado foram examinados, (a) ano
de publicacdo, (b) aspecto geografico das pesquisas (paises), (c) espécies de Rhinella,
(d) tipo de contaminante, e (e) tipo de dano observado nos animais. Os dados foram
apresentados por meio de frequéncia absoluta e relativa. O software livre QGIS foi
utilizado para apresentar os estudos no aspecto geogréfico.

Rhinella and polution @

101 | RESULTS &)

i
_."'. l Critério de exclusao:
v - & - Organismos testes nao pertencentes
{6:} {'9} ao género Rhinella
! - Auséncia de dados ecotoxicolégicos
78/

Figura 1. Quantidade de artigos encontrados e selecionados na base de dados 1Sl Web
of Science.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Artigos cientificos publicados e Distribuicdo geografica das espécies mais estudadas

De um total de 101 artigos encontrados na literatura, apenas 78 atenderam o0s
critérios de avaliacdo, conforme metodologia. Destes, foram registradas oito espécies de
Rhinella, cuja espécie R. arenarum foi a mais documentada na literatura, sendo
localizada em mais de 64% (n=50 artigos) do total de estudos (Tabela 1).
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Tabela 1. Espécies do género Rhinella investigadas em estudo ecotoxicolégicos,
distribuicdo geografica e nimero de artigos publicados por espécie.

Espécies

Distribuicdo geogréfica Artigos

Rhinella arenarum

Rhinella ictérica

Rhinella fernandezae

Rhinella diptycha

Rhinella marina

Rhinella ornata

Rhinella granulosa

Rhinella horribilis

Bolivia central ao leste dos Andes, para o sul 50
até a provincia de Chubut, Argentina, sul do
Brasil, leste e sul do Uruguai e provavelmente

no Paraguai

Centro, sudeste e sul do Brasil; Misiones e 9
Corrientes, nordeste da Argentina; e leste do

Paraguai

Nordeste da Argentina (Buenos Aires, 7

Cordoba, Corrientes, Entre Rios, La Pampa,
Santa Fe), sul do Paraguai, Uruguai
(Canelones, Col6nia, Montevidéu, Rio Negro,
San José) e sul do Brasil (Rio Grande do Sul)

Nativa da Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai 5
e Uruguai.
Belize; Bolivia, Estados Plurinacionais da; 3

Brasil; Colémbia; Costa Rica; Equador; El
Salvador; Guiana Francesa; Guatemala;
Guiana; Honduras; México; Nicaragua;
Panama; Peru; Suriname; Trinidad e Tobago;
Estados Unidos (Texas); Venezuela, Republica
Bolivariana, Antigua e Barbuda; Aruba;
Australia; Barbados; Republica Dominicana;
Grenada; Guadalupe; Guam; Haiti; Jamaica;
Japdo; Martinica; Montserrat; llhas Marianas
do Norte; Papua Nova Guiné; Filipinas; Porto
Rico; S&o Cristovao e Neves; Santa Lucia; Sdo
Vicente e Granadinas; Ilhas Salomao; Taiwan,
provincia da China; Estados Unidos (llhas
Havaianas, Florida); llhas Virgens, EUA

Brazil (Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Espirito 2
Santo, Parand), Argentina
Argentina; Bolivia, Plurinational States of; 1

Brazil; Colombia; French Guiana; Guyana;

Panama; Paraguay; Suriname; Venezuela,

Republica Bolivariana

Mesoameérica e noroeste da América do Sul 1

Essa grande quantidade de trabalhos com R. arenarum pode ser explicada por
diversos fatores, dentre eles sua extensa distribuicdo Neotropical (IUCN, 2021), e em
especial na América do Sul com grande adaptacdo a ambientes antropizados, sendo
facilmente encontrada em florestas, pantanos, terras agricolas e territérios urbanos
(Peltzer et al., 2006), com deposicdo de ovos em lagoas rasas efémeras com vegetacao
esparsa (Sanabria et al., 2007). Além disso, R. arenarum consta na lista da IUCN (2021)
como uma espécie “Pouco Preocupante”, e, € considerada uma espécie sentinela, nativa
e tem sido muito utilizada como modelo biolégico em muitas pesquisas na area da
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ecotoxicologia, incluindo estudos laboratoriais fisiologicos e anatdmicos (Bionda et al.,
2011; Brodeur et al., 2008; Lajmanovich et al., 2019).

Alguns trabalhos relataram que seu desenvolvimento embrionario-larval é
altamente sensivel a poluentes ambientais (Herkovits et al., 2002; Venturino et al.,
2003; Aronzon et al., 2014), e por isto tém sido muito utilizado em trabalhos para
avaliacdo da toxicidade de pesticidas (Pérez-Coll e Herkovits, 2006; Svartz et al., 2012,
2014), efluentes industriais (Svartz e Pérez-Coll, 2013; Hutler Wolkowicz et al., 2016),
contaminantes emergentes (PérezColl e Herkovits, 2004; Hutler Wolkowicz et al.,
2013), e misturas complexas (Aronzon et al., 2016; Svartz et al., 2016).

Cerca de 23 estudos, com essa espécie, foram realizados por membros do
Conselho Nacional de Pesquisas Cientificas e Técnicas (CONICET), o principal 6rgao
dedicado a promocdo da ciéncia e da tecnologia na Argentina. Esta quantidade de
estudos (46%) pode ser justificada pelo fato de ser uma espécie de ampla ocorréncia no
norte e centro da Argentina e um habitante tipico de regides de cultivo (Sotomayor et
al., 2012, Sanchez et al., 2014).

Estressores ambientais e substancias encontradas

Em sua grande maioria, os estudos testaram pesticidas (Figura 2), fato este
possivelmente vinculado a expansdo da agricultura a qual vem fazendo uso desses
compostos quimicos no combate de pragas (Kohler e Triebskorn, 2013; Bernabo et al.,
2016)

B Herbicida (33%)

B Inseticida (22%)

W Metais Pesados (12%)

B Fungicida (6%)

B Microplastico (1%)

“ Radiacdo UVB (1%)

B Qutros (25%) _-H

Figura 2. Porcentagem de xenobioticos testados nos estudos com Rhinella nos altimos

12 anos.

O pesticida mais testado, encontrado em 13% dos artigos (n=10), foi o glifosato
(Gly), o qual é o ingrediente ativo declarado em cerca de 750 marcas usualmente
aplicadas para controlar ervas daninhas (Guyton et al., 2015). Podendo poluir o
ambiente aquatico por diversas rotas, principalmente por deriva ou escoamento
superficial apos sua aplicacdo (Lupi et al., 2019). As concentracfes de Gly em sistemas
aquaticos variam de 0,1 a 80 mg/L (Sobrero et al., 2007) e, em habitats de agua doce
(pequenos lagos ou pocas), uma concentracdo ambiental média esperada de 3,49 mg/L
foi estimada (Wagner et al., 2013). Essa presenca de Gly em ambientes aquaticos pode
levar ao aumento de danos em espécies ndo alvo, como anfibios (Cauble e Wagner,
2005; Relyea e Jones, 2009; Lajmanovich et al., 2011; Navarro- Martin et al., 2014;
Berger et al., 2018; Bolis et al., 2020; Herek et al., 2020). Estudos apontam que o
glifosato produz ampla gama de efeitos tdxicos, incluindo danos neurotdxicos, estresse
oxidativo, depressdo imunoldgica e inibicdo significativa de diversas atividades
enzimaticas em girinos expostos a este herbicida (Lajmanovich et al., 2011, 2013 e
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2015). Foram observadas também alteracbes morfoldgicas, e biométricas (peso e
comprimento) em girinos (Almeida et al., 2019, Borges et al., 2019a).

Outro pesticida entre os mais estudados (encontrado em 7,7%, n = 6 artigos) foi
o Azinfés metil, que é frequentemente usado para controle de pragas em pomares de
frutas (Anguiano e Pechen de D’Angelo, 2007). Os estudos demonstraram que este
pesticida promove alteracbes enzimaticas (estresse oxidativo) interferindo no
desenvolvimento embrionario dos girinos. Quando comparado com outro inseticida, o
carbamato carbaril, 0 estresse oxidativo causado por azinfés metil pareceu ser maior, e,
também relacionado as alteracfes no desenvolvimento (Ferrari et al., 2009). Lascano et.
al. (2011) demonstraram também que a exposicdo de embrides de anfibios a
concentracdes subletais de azinfos-metil em seus habitats naturais € uma ameaca pelas
alteracOes bioquimicas e morfoldgicas que podem prejudicar a capacidade de lidar com
estresses ambientais.

Em um estudo in situ, foi constatado que biomarcadores tradicionais de
exposicdo a organofosforados, como a acetilcolinesterase (AChE) e carboxilesterase,
foram inibidos em girinos ap6s uma semana de exposicdo em canais de agua que
possivelmente recebem um aporte de agrotéxicos (Rosenbaum et al., 2012).

Para além dos estressores citados acima, 0s metais também sdo fonte de
contaminacdo e, entre eles 0 Cobre (Cu) foi apresentado em numero maior de trabalhos.
Estes estudos relataram que a concentracgdo letal (LC50) as 96 h foi de 23,48 pg Cu/L
(Franco-de-Séa e Val, 2014). Para outros metais como o cadmio (Cd) sua dose subletal
apresentou indicativos de lesdo hepatica e marcadores de disfuncdo renal (nitrogénio
ureico no sangue, creatinina sérica, calcio e glicose) apresentaram variacdo em
comparagdo com os controles. O arsénio apresentou valores de LC50 na faixa de 46 a
50 mg/L entre 4 e 17 dias de exposicdo, no entanto, o crescimento dos girinos foi
completamente inibido com 30 mg/L, demonstrando, dessa forma, os efeitos subletais
ecologicamente relevantes em concentracdes menores do que aquelas que resultam em
mortalidade. Para o zinco os valores de LC50 diminuiram gradualmente com o aumento
da duracdo da exposicdo, de 2,49 mg/L em 96 h para 1,30 mg/L ap6s 21 dias (Brodeur
et al., 2009). Por fim, para o niquel os principais efeitos teratogénicos foram retardo de
crescimento e desenvolvimento, curvaturas do eixo bem graves, tampéao de gema firme,
assimetria, microcefalia e agenesia de boca e branquias e atividade neuromuscular
limitada (Sztrum et al., 2011).

Padrdes e tendéncias da producdo cientifica sobre Rhinella e a contaminacao

ambiental

Na figura 3 estd apresentada a contribuicdo cientifica dos artigos produzidos
com Rhinella, por diversos paises.
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Figura 3: Contribuicdo global de artigos com dados ecotoxicolégicos com animais do
género Rhinella.

A Argentina lidera com mais de 70% (n=56) dos artigos publicados, sendo as
Américas detentoras de 98% (n=76) de toda producdo encontrada. Estes dados podem
ser justificados em parte pela ocorréncia comum deste género nessas regides (Tabela 1),
como também pelos centros de pesquisas que trabalham com a temética de
ecotoxicologia com o grupo abordado. Como citado anteriormente 0os membros do
CONICET tém grande participacdo nas pesquisas relacionadas a area de interesse deste
estudo, e no total de pesquisas realizadas na Argentina eles sdo responsaveis pela maior
parte dos trabalhos publicados (84%, n=47). No Brasil, cerca de 45% (n=5) dos estudos
foram realizadas por membros da Universidade de Sao Paulo, e 18% (n=2) por
pesquisadores do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA). As demais
pesquisas (47%, n=4) foram de trabalhos publicados por outras InstituicGes sediadas no
pais.

A tendéncia da publicacdo de artigos dentro do tema estudado apresentada na
figura 4, mostra que ndo houve crescimento uniforme dos trabalhos realizados, mas, sim
oscilacdes durante os ultimos anos.
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Figura 4. Variagdo temporal no nimero de artigos publicados entre 2009 e agosto de
2021 com estudos envolvendo Rhinella como indicador de polui¢do ambiental.

A producdo de estudos ecotoxicoldgicos com animais do género Rhinella teve
inicio em 2009, tendo suas maiores producbes em 2016 e nesse Gltimo ano, 2021. O
total de estudos encontrados foi de 78 artigos, sendo que 76 deles foram publicados nos
ultimos dez anos. Segundo um estudo cienciométrico realizado por Egusquiza (2016), o
primeiro estudo de ecotoxicologia com anfibios foi publicado em 1952, e até 1975 o
crescimento foi lento nos estudos ligados a essa area, houve crescimento exponencial
nos anos 90, mesmo assim ainda ndo havia sido publicados trabalhos com o género
Rhinella. Neste mesmo estudo, foi apresentado esse género como um dos mais
investigados, sendo a espécie Rhinella arenarum uma das mais frequentes nos estudos,
corroborando com o resultado apresentado nessa reviséo.

3.4 CONCLUSAO E NOVOS CAMINHOS

Os estudos na area da ecotoxicologia com organismos teste pertencentes a classe
dos anfibios tém apresentado crescimento. Especificamente com o género Rhinella, nos
ultimos 10 anos houve uma média de sete artigos publicados por ano. Ainda assim sdo
incipientes os estudos com diferentes espécies dessa importante classe, os anfibios. O
género estudado neste trabalho possui cerca de 90 espécies, e apenas 8 foram
encontradas nas pesquisas, isso reflete o grande trabalho que se tem pela frente, a fim de
conhecer melhor sobre as espécies e proteger a biodiversidade dos impactos gerados
pelas acBes antropicas. Os estudos ecotoxicoldgicos tém grande importancia sobre a
qualidade de vida e sobrevivéncia das espécies, visto que pelas espécies relatadas nesse
trabalho, é possivel perceber os impactos gerados pelos contaminantes. Com isso, a
ecotoxicologia tem importante papel na busca pela vigilancia das espécies, a fim de
conter possiveis declinios populacionais.
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Material Suplementar

Tabela 2: Sintese de artigos que avaliaram o género Rhinella.
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Espécie Estudo Estressor Fase de
vida

Rhinella arenarum  Laboratorio glyphosate, Girinos
chlorpyrifos and
antibiotics

Rhinella fernandeza

e In Situ Cu, atrazina Girinos
inseticida

Rhinella arenarum  Laboratério dimetoato Girinos

Rhinella marina Laboratorio butacloro Girinos

Rhinella marina In Situ Adultos

Rhinella ornata In Situ Adultos
inseticidas
organofosforados

Rhinella horribilis ~ Laboratorio e radia¢do uvb Girinos
glifosato e 0 2,4-

Rhinella arenarum  Laboratério D Girinos

Rhinella marina In Situ herbicidas Adultos

Biomarcadores

Morfologia,
desenvolvimento e
tireoide (T4),
niveis de
acetilcolinesterase
(AChE) e
glutationa S-
transferase (GST)
Peroxidacéo
lipidica, glutationa
reduzida, atividade
da glutationa S-
transferase,
atividade da
catalase, atividade
da superdxido
dismutase

Estresse oxidativo
e a genotoxicidade
Desenvolvimento
de anfibios e
aclimatacao dos
girinos sob uma
exposicao subletal
Atividade de
enzimas,
peroxidacao
lipidica e presenca
de morte celular
Figado e rins,
massas de
testiculos,
contagens de
eosindfilos,
relacdo neutrofilos
/ linfocitos
Mortalidade,
capacidade de
nadar e
comprimento total

Toxicidade letal

Anomalias

Referéncia
S

Boccioni et
al. 2021

Peluso et
al. 2021
Acquaroni
etal. 2021

Shuman-
Goodier et
al. 2021

Cruz-
Santiago et
al. 2021

Santana et
al. 2021

Henao et
al. 2021
Peluso et
al. 2021

Ferrante &



https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/10220869
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/10220869
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/10220869
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/42708970
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/42708970
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/42708970
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Rhinella fernandeza
e

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella marina

Rhinella arenarum

Rhinella icterica

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

In Situ

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

In Situ

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Metais e
pesticidas

fungicida
clorotalonil
glifosato (GLY) -
dicamba (DIC) e
o GLY-
flurocloridona
(FLC)

organofosforados
azinfos-metil e
clorpirifos

fungicida
comercial de
mancozeb

glifosato

clorpirifés

catalisador
nanoceramico Ni
/ gama-Al203
(NC) e NPs

Adultos

Embrides e
Girinos

Girinos

Embrides

Adultos
Embrides e

Girinos

Girinos

Girinos

Embrides e
Girinos

morfologicas e
mortalidade

Sexo e condigédo
corporal e
frequéncia de
micronucleos
Efeitos letais e
subletais agudos e
cronicos e estagio-
sensibilidade
dependente.

Efeitos toxicos
agudos e as
interacdes
prevalecentes
Metabolismo
oxidativo da
poliamina ao
longo do
desenvolvimento
embrionario

Todos os 6rgdos

Efeitos letais e
subletais

Efeitos
comportamentais e
morfolégicos
Desempenho
locomotor de
natacao e limites
de tolerancia
térmica
Subdesenvolvimen
to geral, flexbes
axiais e alteracoes
comportamentais.
Alteracbes do
epitélio faringeo e
intestinal ao nivel
da superficie
celular como
dissociacao,
apoptose e
nUMerosos
lisossomas

Fearnside
2020

Peluso et
al. 2020

Acquaroni
et al. 2020

de Arcaute
et al. 2020

Pires et al.
2020
Anzaldua
&
Goldberg
2020

Asparch et
al. 2020

Almeida et
al. 2019

Quiroga et
al. 2019

Svartz et
al. 2019



Rhinella arenarum

Rhinella ornata

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella marina

Rhinella marina

Rhinella marina

Rhinella arenarum

Rhinella schneideri

Rhinella schneideri

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Laboratorio

In Situ

Laboratorio

Laboratorio

In Situ

In Situ

Laboratorio

In Situ

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratério

Glifosato (GLY)
e imazethapyr
(IMZT)
MaximA (R) XL
(2,5%
fludioxonil + 1%
metalaxil-M)

desreguladores
enddcrinos

butacloro

clomazone
(Gamic)

sulfentrazone
(Boral (R) SC)

clorpirifés

metaldeido
moluscicida
(MET)

Embrides e
Girinos

Adultos

Girinos

Embrides e
Girinos

Adultos

Adultos

Girinos

Adultos

Girinos

Girinos

Girinos

Girinos
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Efeitos letais,
subletais e
genotoxicos

Malformacdes
Toxicidade aguda,
efeitos letais e
subletais, danos
genéticos

Efeito letal
progressivo

Danos genéticos
Alteracdo na
espermatogénese

InteracGes
competitivas
Capacidade de
citomorfologia e
citomorfometria
de células
sanguineas
Respostas
bioquimicas ao
estresse e
atividades de
esterase

Analise de
biomarcadores de
estresse oxidativo
Atividades da
acetilcolinesterase
(AChE) e da
carboxilesterase
Mortalidade e / ou
outros efeitos por
meio de: ensaios
de toxicidade
aguda; Atividades
da B-esterase
(acetilcolinesterase
(AChE) e
carboxilesterase
(CbE)) e respostas

Peluso et
al. 2019
Reboucas
etal. 2019

Carvalho et
al. 2019

Svartz et
al. 2019
Cruz-
Esquivel &
Marrugo-
Negrete
2017
McCoy et
al. 2017
Shuman-
Goodier et
al. 2017

Salinas et
al. 2017

Freitas et
al. 2017

Freitas et al
2017

Attademo
et al. 2017

Attademo
et al. 2016



Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella schneideri

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella
fernandezae

Rhinella arenarum

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

In Situ

Laboratério

cobre (Cu)eo

diazinon

Banvel (A (R)) a
base de dicamba
(DIC)57,71% e
o Creédito a base

de glifosato

(GLY) 48% (A

(R)

Maxim XL
formulado

flutamida
diazinon

endosulfan e
cipermetrina

cipermetrina

clorpirifés, 2,4-D

e glifosato

Girinos

Girinos

embrides e
Girinos

Adultos
embrides e
Girinos

embrides e
Girinos

embrides e
Girinos

Adultos

Adultos

oxidativas

(glutationa-S-

transferase (GST)
e catalase (CAT))
Desenvolvimento

inicial

Mortalidade,
efeitos letais
agudos

Desenvolvimento
embrionario, larval

e juvenil

Testiculos, células
germinativas dos
orgdos de Bidder,
pigmentacéo do
figado e niveis de
hormonios sexuais

Toxicidade

Sobrevivéncia do
desenvolvimento
embrionario larval
Anormalidades
morfoldgicas

como

subdesenvolvimen
to geral, edema,
malformacdes

branquiais e
alteracdes

comportamentais
como hipercinesia

e contracOes

espasmadicas.

Padroes de

infeccdo em varios
tanques de areas
cultivadas (CA) e
néo cultivadas
(UCA) e o efeito

do fungo

Batrachochytrium
dendrobatidis

Niveis de

Aronzon et
al. 2016

Soloneski
et al. 2016

Svartz et
al. 2016

de
Gregorio et
al. 2016
Aronzon et
al. 2016

Svartz et
al. 2016

Svartz et
al. 2016

Agostini &
Burrowes
2015
Lajmanovi

butirilcolinesterase ch et al.


https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/3818058
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/661350
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/3798523
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/3798523
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/620380
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/620380

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella fernandeza
e

Rhinella marina

Rhinella arenarum

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

In Situ

Laboratério

Laboratério

Endosulfan
glifosato e
cipermetrina

clorotalonil

Endosulfan

diazinon

glifosato, 2,4-D,
picloram e uma

mistura de

picloram e 2,4-D

epicloridrina

embrides e
Girinos

Girinos

embrides e
Girinos
embrides e
Girinos

embrides e

Girinos

Adultos

Girinos

embrides e
Girinos

38

(BChE),
carboxilesterase
(CbE), glutationa
S-transferases
(GST), substancias
reativas ao acido
tiobarbiturico
(TBARS), ensaio
de cometa alcalino
modificado (ACA)
para deteccdo de
bases oxidadas
(Sitios FPG e
Endo I1I), bem
COMO a proporc¢ao
de heterofilos e
linfécitos (H /L)
Absorcao de
concentracoes e
sensibilidade
diferencial nos
estagios iniciais

Toxicidade LC50s
Efeitos letais e
subletais agudos e
crénicos e estagio-
sensibilidade
dependente
Toxicidade aguda
e crbnica

Efeitos letais e
subletais do
Diazinon e sua
comparagdo com a
absorcéo por
embrides e Girinos
Anomalias
gonadais
masculinas
Fracdes de LC50,
sobrevivéncia,
tempo a
metamorfose e ao
tamanho das
metamorfoses
Estagios avaliados
foram (de acordo
com Del Conte e
Sirlin): blastula

2015

Svartz et
al. 2015
Brodeur et
al. 2014

Mariel et
al. 2014
Svartz et
al. 2014

Aronzon et
al. 2014

Sanchez et
al. 2014

Figueiredo
&
Rodrigues
2014

Wolkowicz
et al. 2013



Rhinella arenarum

Rhinella

fernandezae

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella fernandeza

e

Laboratorio

In Situ

Laboratorio

In situ

Laboratorio

Laboratério

atrazina

glifosato [GLY],

metsulfuron-

metil [MET],
bispiribac-sédio
[BIS] e picloram

[PIC]

azinfos metilo

clorpirifos

clorpirifés

embrides e
Girinos

Adultos

Girinos

Girinos

embrides

embrides e
Girinos
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precoce (S.3-S.4),
gastrula (S.10-
S.12), rotacéo
(S.15), botdo da
cauda (S.17),
resposta muscular
(S.18), circulacéo
branquial (S.20),
boca aberta (S.21),
dobras operculares
(S.23)

Tempos de
metamorfose e no
tamanho do corpo
na metamorfose
Tipoea
prevaléncia de
anormalidades
Parametros
enzimaticos como
glutationa S-
transferase (GST),
butirilcolinesterase
(BChE) e
atividades da
acetilcolinesterase
(AChE), além de
anormalidades
nucleares
eritrocitarias
(ENA)
Biomarcadores
tradicionais de
exposicao a
organofosforados,
acetilcolinesterase
(AChE) e
carboxilesterase
AlteracOes de
desenvolvimento e
estudar o
metabolismo da
poliamina

Efeitos letais
(mortalidade) e
subletais
(comportamento,
crescimento e
anormalidades)
agudos e crbénicos

Brodeur et
al. 2013

Agostini et
al. 2013

Lajmanovi
chetal.
2013

Rosenbaum
et al. 2012

Sotomayor
etal. 2012

de Arcaute
et al. 2012



https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/5240489
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/6613718
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/4951976
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/3931237
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Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella fernandeza

e

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum
Rhinella arenarum

In Situ

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

In Situ

Laboratorio

Laboratério

Laboratério
Laboratorio

trifloxistrobina

carbamato
carbaril (CB) e
do OP azinphos
metil (AM)

organofosforados

malatido e
azinfos-metila

Roundup Ultra-
Max (ULT),
Infosato (INF),
Glifoglex e C-K
YUYOS FAV

azinfos-metil
carbamato
carbaril e o
organofosforado
azinfos metilico
arsenito e zinco

Girinos

Girinos

Girinos

embrides

Adultos

Girinos

embrides

embrides
Girinos

condicdo corporal
e a dieta alimentar
Taxa de predacao
do Synbranchus
marmoratus
Niveis reduzidos
de glutationa
(GSH) e as
atividades de
esterases e
enzimas
antioxidantes
Efeitos
dependentes da
concentracdo e do
tempo dos
inseticidas no
metabolismo da
poliamina e
relaciona-los ao
desenvolvimento
embrionario
normal e alterado
do sapo
Parametros
indicativos de
estado geral e de
saude

Atividades da
acetilcolinesterase
(AChE),
butirilcolinesterase
(BChE),
carboxilesterase
(CbE) e glutationa
S-transferase
(GST)

Ac0es
anticolinesterasica
S ou pro-oxidantes
e possivel relacdo
como
aparecimento de
alteracdes
morfoldgicas
Defesas
antioxidantes de
embrides em
desenvolvimento
Toxicidade aguda

Bionda et
al. 2012

Junges et
al. 2012

Ferrari, A

Lascano et
al. 2011

Brodeur et
al. 2011

Lajmanovi
chetal.
2011

Lascano et
al. 2011

Ferrari et
al. 2009

Brodeur et
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Rhinella diptycha

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella granulosa

Rhinella diptycha

Rhinella marina

Rhinella arenarum

Rhinella marina

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

In Situ

In Situ

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

In Situ

Laboratorio

Laboratorio

Laboratério

In Situ

Laboratorio

Ca, Zn,

OD bhaixo e Cu
cobreeo
nonilfenol

niquel

cadmio

Cobre

microplasticos

luz artificial
noturna

fenol

cafeina, acido
benzoico e
ibuprofeno

fosfato, nitrato

SiO2-NPs
coloidais

Adultos

Embrides e
Girinos
Embrides e
Girinos

embrides

Adultos

Girinos

Adultos

Adultos
Embrides
Adultos
Adultos,

oVos e
embrides

Girinos

e subcrodnica

al. 2009
Vasconcelo
s-Teixeira
etal. 2021

Biomarcadores de
estresse oxidativo

(Catalase -CAT-,
Glutationa S-

Transferase -GST-

, Glutationa

Reduzida -GSH- e

peroxidacao

lipidica -TBARS-,

micronucleos

Toxicidade letal

Peluso et
al. 2020
Aronzon et
al. 2020

Toxicidade aguda,

cronica de curto
prazo e crbnica

Sztrum et
al 2011

Doses subletais de

cadmio (Cd) no
figado, rim e
sangue

Sensibilidade ao
cobre

Contetdo do
estdmago ou
analise fecal
Atividade
locomotora,
reducdo da
atividade e
regulacdo da
massa corporea
Toxicidade ap06s
fitorremediacao

Cinética de
absorcéo

Amplexo e
oviposicdes
Concentracéo de
efeito ndo
observado
(NOEC), a
concentracgdo de
efeito observado

Medina et
al. 2016
Franco-De-
Sa & Val
2014
Mackenzie
&
Vladimirov
a 2021

Secondi et
al. 2021
Paisio et al.
2019

Llewelyn
etal. 2019

Babini et
al. 2018

Lajmanovi
chetal.
2018


https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/38368810
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/12025171
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/12025171

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella marina

In Situ

Laboratorio

Laboratorio

In Situ

fosfato

éter diglicidilico
de bisfenol A
(BADGE)

PANI-Nps
Poluentes
organicos
persistentes

Girinos

Embrides e
Girinos

Girinos

Adultos

42

mais baixo
(LOEC), Unidades
toxicas (TU),
atividade
enzimatica do
estresse oxidativo
(glutationa S -
transferase-GST) e
genotoxicidade
(frequéncia de
microndcleos e
outras
anormalidades
nucleares de
eritrocitos-ENAS)
Dieta de girinos e
0 tamanho das
Girinos e
metamorfos
Taxas de
letalidade,
concentragoes
letais, efeitos
subletais

Efeitos crénicos

Exposigdo a POPs
e danos ao DNA

Babini et
al. 2017

Wolkowicz
etal. 2016
Ibarra et al.
2016
Gonzalez-
Mille et al.
2013



https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/3427056
https://www-webofscience.ez369.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/3427056
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4. CAPITULO 11

EFEITOS GENOTOXICOS EM ANUROS DE RHINELLA
DIPTYCHA DE AREA AGRICOLA E URBANA NO CERRADO.

Efeitos genotdxicos em anuros de Rhinella diptycha de area agricola e urbana no
Cerrado
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Resumo

O crescimento populacional humano tem contribuido para a expansdo das reas urbana
e agricola. Esse cenario favorece o aumento de xenobioticos gerando impacto para a
biodiversidade. Neste estudo, girinos de Rhinella diptycha foram utilizados como
espécies indicadoras para susceptibilidade de dano genotoxico em area urbana e
agricola no municipio de Rio Verde, Goiéas, Brasil. O estudo foi desenhado para uma
investigacao in situ e em laboratoério para analise da capacidade de recuperacédo do dano.
O teste do micronucleo e outras alteragdes eritrocitarias nucleares foi utilizado para
verificacdo da genotoxicidade. Os resultados indicaram que animais de area agricola
apresentam maior frequéncia de dano genotdxico comparados aos de ambiente urbano.
Entretanto, na area urbana, células como binucleadas e entalhadas, anormalidades
nucleares, foram encontradas com frequéncia mais elevadas em relacdo ao ambiente de
lavouras. Ap6s uma comparagdo das amostras in situ, com aqueles que permaneceram
em agua limpa, para recuperacao (controle negativo), observou-se, no geral, diminui¢do
de dano. Em conclusdo, este estudo reforca que anfibios anuros de ambiente agricola
sdo susceptiveis a dano genotdxico, mesmo em subdosagens biodisponiveis de
xenobidticos. Entretanto, mais estudos ainda sdo necessérios, sobretudo utilizando
maultiplos biomarcadores para R. diptycha.

Palavras-chave: Anuros; Agricultura; Micronucleo; Toxicidade; Urbanizacdo

4.1 INTRODUCAO
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O crescimento populacional humano e das praticas agricolas tem promovido
aumento no consumo de agroquimicos (Kohler e Triebskorn, 2013; Bernabo et al.,
2016), e consequentemente, a geracdo de residuos torna-se disponivel nos ambientes
naturais. Essas a¢des podem causar desequilibrio no ecossistema e atingir organismos
ndo alvos, como os anfibios, que vivem associados aos ambientes aquaticos. Misturas
de pesticidas globalmente comuns podem causar mortalidade em até 99% dos girinos e
esse efeito ndo foi totalmente explicado pelas ac¢Ges individuais desses agroquimicos
(Relyea, 2009). Um estudo recente, realizado por Santos et al. (2021) associou 0s
efeitos citotoxicos e mutagénicos em larvas de Lithobates catesbeianus a presenca de
efluentes urbanos, industriais e domésticos. Além disso, outros trabalhos relataram a
ocorréncia de malformacbes em girinos, 0S quais por suas caracteristicas
morfofisioldgicas sdo especialmente suscetiveis a pesticidas e outros compostos
quimicos (Borges et al., 2019a). Citam-se também as alteracGes genotdxicas detectadas
através da formacdo de células micronucleadas como consequéncia da exposicdo a
compostos quimicos (Pérez-Iglesias et al., 2018; Borges et al., 2019b). Esse conjunto de
alteracOes, aliado a fragmentacéo de habitat (Babiniet al., 2016) e mudancas climaticas
sdo fatores que colaboram para o declinio das populacdes de anuros (Lannoo, 2008;
Borges et al., 2019a).

Os anfibios anuros desempenham papel importante nos ecossistemas, atuando
como indicadores da sensibilidade da populacdo a estresses causados por atividades
antropicas (Bollet al., 2013; Green et al., 2019). Aliado a isto, 0 uso de biomarcadores é
ferramenta Gtil para a avaliacdo desses impactos, e pode demonstrar as alteracdes
induzidas por agentes xenobioticos em diversos grupos animais. O teste de micronucleo
(MN) e outras alteracOes eritrocitarias nucleares (AENSs), por exemplo, vem sendo
utilizado ha mais de 30 anos para verificar a existéncia de danos ao DNA em anfibios
resultantes de impactos ambientais (Benvindo-Souza et al., 2020). Micronlcleos podem
surgir em frequéncia elevada em células cujo animal esteve exposto a algum agente
toxico capaz de causar fragmentacdo cromossomica (Pollo et al., 2017). Juntamente
com a analise de MN, é apontada a existéncia de outras AENs como nucleos lobados,
células binucleadas e nucleos entalhados que também foram relacionados a
genotoxicidade e mutagenicidade de xenobidticos (Pollo et al., 2015). No entanto,
embora seja crescente 0s estudos que avaliam os efeitos dos agroquimicos sobre os
anfibios (Goncalves et al., 2019; Nascimento et al., 2020), ha ainda escassez de
trabalhos voltados para os efeitos celulares das atividades antrépicas pela contaminacao
dos recursos hidricos, em particular, das dguas dos rios usados para consumo humano.

Vérias espécies de anfibios ja foram estudadas para o alerta precoce de
qualidade ambiental. Em recente revisao sobre teste de micronlcleo em eritrécitos de
girinos, Benvindo-Souza et al. (2020) relataram que a maior parte das pesquisas na
América do Sul foram feitas com ras-touro (Lithobates catesbeianus), e poucos
experimentos com espécies nativas e principalmente estudos in situ. Assim,
considerando a importancia dos anfibios para os ecossistemas e de modo diminuir
lacunas de conhecimento sobre o grupo, este trabalho teve como finalidade verificar a
genotoxicidade em larvas de Rhinella diptycha (Anura, Bufonidae) que habitam éareas
agricola e urbana no municipio de Rio Verde, Goids, Brasil. Esse anfibio quando adulto,
é um animal de grande porte comumente encontrado em areas abertas e urbanas, ampla
distribuicdo na América do Sul, encontrado no Brasil, Paraguai, Bolivia, Argentina e
Uruguai (Frost, 2021), inclusive no Cerrado Brasileiro (Colli et al., 2002).

Neste contexto, a hipdtese é que girinos de ambientes antropizados apresentem
dano genotoxico em funcdo da exposicdo aos contaminantes ambientais, e que 0s
animais de ambiente agricola apresentem maior frequéncia de danos em relagdo aos de
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ambiente urbano. Além disso, avaliando se as popula¢des conseguem se recuperar dos
danos quando permanecerem longe dos ambientes contaminados.

4.2 MATERIAL E METODOS

Area de estudo e coleta de animais

O presente estudo foi realizado no municipio de Rio Verde, situado no sudoeste
do estado de Goias, sendo o quarto municipio mais populoso dessa unidade federativa.
Um total de 40 girinos de R. diptycha foram coletados, sendo 20 de ambiente agricola
(17°45°34.9”S 51°03°39.7” W) e 20 em ambiente urbano (17°47°40”S 50°56°18” W).
Um buffer de uso e cobertura do solo foi gerado no QGis com malhas do MapBiomas
para um raio de 1 km ao redor dos locais estudados (Figura 1). Os animais foram
retirados do ambiente natural, e apresentaram-se entre os estagios 32 e 35 G (Gosner,
1960).
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Figura 1. Areas de amostragens em ambiente de area agricola e urbana. O circulo preto
ao centro de cada imagem representa o ponto de coleta dos espécimes.

Na area agricola que fica a 15km da cidade de Rio Verde, had dominéancia do
plantio de soja (47%), enquanto remanescentes do cerrado perfazem 23% do local. Os
animais foram retirados de ambiente Iéntico, formado por uma depresséo do terreno
usada como reservatério de agua, com pouca vegetacdo da familia das gramineas
préxima ao local. No momento da coleta, o local possuia pouca agua, pois estava no
final da estagdo de estiagem. A ocupacao do solo se da por rotacdo de culturas de milho
e soja, mas no momento da coleta compreendia o periodo de repouso, entre a colheita e
o plantio, por isso, o solo estava coberto por palhada, matéria organica resultante dos
restos da plantagéo colhida.

Para a area urbana, o ponto de coleta ocorreu no Cérrego do Sapo, estando
circundado por 94% de infraestrutura urbana. Esse local é considerado um ambiente
I6tico, sendo um dos principais corpos d’agua que atravessam a cidade de Rio Verde,
modificado por gabides e recebe rejeitos gerados no municipio, como efluentes
domésticos e industriais (Amorim, 2020). A coleta dos animais aconteceu no final da
estacao seca (setembro/2020), e por isso, 0 corrego apresentava baixo nivel de agua. Os
animais foram recolhidos em um ponto do cérrego que fica proximo a uma avenida de
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area residencial, com pouca movimentacdo de automoveis. O local apresenta forragédo
de plantas rasteiras bem préximas ao corrego, sendo que a &rea de preservacao
permanente do corrego esta sendo invadida pela ocupacdo urbana sem planejamento
(Bolpato, 2012).

Dos 40 animais coletados nas areas antropizadas, 10 de cada ambiente tiveram
amostras sanguineas obtidas para o teste de micronucleo ainda in situ. Os demais
animais foram transportados para o Laboratdrio de Ecotoxicologia e Sistematica Animal
no Instituto Federal Goiano (EcotoxSA), campus Rio Verde para exposi¢do em agua
limpa (controle negativo), a fim de avaliar a possibilidade de recuperacdo de possiveis
danos ocasionados pela exposicdo do ambiente de origem. No laboratério, os animais
foram mantidos em aquarios com capacidade de 5 litros, com 5 animais cada, e
permaneceram em ambiente com fotoperiodo natural, por 96 horas. Pardmetros como
salinidade, pH, temperatura, condutividade e oxigénio dissolvido da agua foram
coletados através do analisador multiparametro de analises de 4gua (Bante900P).

Anélise de 4gua

Amostras de agua foram coletadas em ambos os locais de estudo para analises
fisico-quimicas. As amostras foram coletadas em Rio Verde, sendo encaminhadas ao
laboratério para analise em até 24h apds a coleta. Um litro de &gua foi coletado
aproximadamente 5 cm abaixo da superficie do tanque no mesmo dia em que 0s animais
foram coletados em cada local. As amostras foram armazenadas em frascos individuais
de vidro borossilicato &mbar com temperatura <4°C e enviadas a um laboratério privado
em Rio Verde, Goids, Brasil, para quantificacdo dos pesticidas carbamato,
organoclorado e organofosforado. Todos esses compostos podem ser encontrados em
areas agricolas, seja ap6s sua aplicacdo recente ou na forma residual de aplicagdes
anteriores. As analises foram conduzidas de acordo com os procedimentos descritos em
Métodos Padrdo para o Exame de Agua e Aguas Residuais, 232 edicdo (Greenberg,
1992). Os parametros foram avaliados com base nos padrdes definidos pela Resolucao
CONAMA n° 357/2005 - Classe Il e decreto 1.745/1979.

A temperatura, pH, oxigénio dissolvido, condutividade, resistividade, salinidade
e soélidos totais dissolvidos da agua de cada local de estudo foram medidos in situ
usando um aparelho multipardmetro portatil Bante900P. Essas medicdes foram
realizadas no dia da coleta das larvas de R. dipytcha em cada local, aproximadamente as
12h.

Teste de micronucleo

Para o teste de micronucleo, os animais foram inicialmente anestesiados por
imersdo em agua gelada (Borges et al., 2019b). Amostras de sangue foram obtidas
através de seccdo caudal e dois esfregacos sanguineos foram confeccionados em
laminas para cada animal. As amostras foram secas ao ar livre, fixadas com metanol
100% a 4°C, por 20 minutos, e posteriormente corados com Giemsa a 10% por 12
minutos (Pérez-lglesias et al., 2016, Borges et al., 2019b). Foram analisadas 1000
células para cada animal, para determinar a frequéncia de MN e outras AENS, usando
ampliacdo de 1000x em microscopio. Os MNs foram determinados por possuirem
diametro menor que o nucleo principal; o material ndo reflexivo, com mesma ou menor
intensidade de coloracdo em comparacdo ao nucleo principal e a estrutura ndo estando
ligada ou sobreposta ao nucleo principal (Fenech, 2000; Pollo et al., 2017). Além da
frequéncia dos MNs, também foram investigadas a presenca de outras AENs, conforme
sugerido na revisdo recente de Benvindo-Souza et al. (2020), tais como: brotos
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nucleares (BR), nucleos reniformes (NR), células binucleadas (BN), anucleadas (AN),
nacleos entalhados (NE), ndcleos segmentados (NS) e nucleos lobados (NL) (Cruz-
Esquivel et al., 2017; Borges et al., 2019b). A frequéncia de AENSs esta apresentada por
cada tipo e pela jungédo de todas elas, segundo abordagem padréo (Pollo et al., 2015;

Borges et al., 2019b).
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Figura 2. Processo de obtencdo de amostra bioldgica para a realizacdo do teste de
micronucleo.

Andlise de dados

Os dados de MN e AENSs sdo apresentados como média + erro padrdo. Apos a
analise da normalidade dos dados (Shapiro Wilk), o teste T de Student para dados
paramétricos ou o teste U de Mann Whitney para dados ndo paramétricos foi executado
para comparacgdes entre os ambientes, area agricola e urbana, e para comparacdes de
amostras de mesmo sitio de coleta com os individuos que passaram pela recuperacdo em
laborat6rio. Um valor de p<0,05 foi considerado significativo em todas as analises.

4.3 RESULTADOS
Parametros fisico-quimico das aguas

Na analise quimica da agua ndo foram identificados pesticidas acima do limite
estabelecido pela legislacdo brasileira para area agricola ou urbana (Material
Suplementar, Tabelas 3, 4 e 5). No entanto, varios agrotoxicos foram identificados,
porém alguns sem informacdo da regulamentagdo e limite minimo aceitavel em
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legislacdo. Na area urbana foram observados elementos como, Nitrogénio Amoniacal
Total, Aluminio Dissolvido, Zinco Total e Bario Total, com valores acima do seu limite
de quantificacdo, mas dentro do estabelecido em resolucdo brasileira.
Concomitantemente, os Surfactantes Aniénicos apresentam valores acima do limite de
quantificacdo, entretanto ndo ha recomendacdo minima na legislacdo. J& os metais
Cobre Total, Ferro Dissolvido e Niquel Total, apresentam os valores de quantificacdo
acima do permitido pela legislacao brasileira (Resolucdo CONAMA 357/2005).

Genotoxicidade entre populagdes nos ambientes agricola e urbano

Na comparacdo entre ambientes, girinos da &rea agricola apresentaram
frequéncia de 8,5 vezes maior de micronlcleo em relacdo ao ambiente urbano (Figura
3). Ja para outras anormalidades nucleares, em contraste, as células binucleadas e
células com nucleo entalhado estavam com frequéncia significativamente mais elevada
nos animais de ambiente urbano comparados aos de area agricola.
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Genotoxicidade entre as populagdes in situ e controle negativo
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Para area agricola, as células micronucleadas foram muito mais frequentes em
comparagdo aos animais em recuperacgdo, controle negativo. E, as células entalhadas
foram encontradas em maior quantidade nos animais do controle negativo (Figura 4).
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Figura 4. Frequéncia da média de dano genotoxico em animais de area agricola e seu
respectivo controle negativo. CNA = Controle Negativo Agricola.

Com relacdo a area urbana (Figura 5), houve diferenca significativa para células
binucleadas e nucleo entalhado sendo encontradas com maior frequéncia na analise in
situ. Para as demais alterac@es eritrocitarias ndo houve diferenca na comparacgdo entre
0s animais in situ e o controle, respectivamente.
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Figura 5. Frequéncia média e erro padrdo de microndcleo e das anormalidades
eritrocitarias nucleares em animais da area urbana e controle negativo. CNU = Controle

Negativo Urbano.

4.4 DISCUSSAO

No presente estudo, identificaram que os animais de ambiente agricola e urbano
sdo impactados e apresentam alteracBes genotdxicas, pois micronicleo e vaérias
anormalidades nucleares foram observadas em larvas de R. diptycha coletados nos
ambientes antropizados. Entre os ambientes, foi observado que na &rea urbana os
animais tém maior susceptibilidade ao desenvolvimento de células binucleadas e
entalhadas. Segundo Lajmanovich et al. (2014) e Arcaute et al. (2014) essas
anormalidades nucleares podem ocorrer pelo contato com contaminantes ambientais que
possuem atividade citotoxica, genotdxica ou mutagénica. Em estudos in situ, essas
AENSs foram observadas em anuros em areas urbanas (Pollo et al. 2015), plantagdes de
soja (Pollo et al. 2015; Borges et al. 2019b), areas de silvicultura e pecuaria (Cruz-
Esquivel et al. 2017) e &reas associadas as operagdes de mineracdo (Pollo et al. 2017).

E sabido que corpos d’agua contaminados por poluentes toxicos, como
pesticidas, provocam alteracdes morfoldgicas (Lajmanovich et al. 2003; Carezzano e
Cabrera 2011; Babini et al. 2016; Perez-lglesias et al. 2016; Borges et. al 2019a) e
formacéo de células micronucleadas que causam danos citogenéticos em anuros (Rudek
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e Rozek 1992; Candioti et al. 2010; Pérez-Iglesias et al. 2014; Borges et. al. 2019b).
Mesmo que néo tenham sido identificados pesticidas acima do limite estabelecido pelo
CONAMA, reforca-se o alerta para duas situacdes, nas quais (i) foram identificados
outros elementos que ndo possuem recomendacdo pela legislacdo e que possivelmente
podem interagir com 0s compostos presentes e detectados na dgua, bem como (ii) ndo
h& informacdes sobre os efeitos para as subdosagens desses pesticidas no ambiente para
organismos ndo alvos. Nesse sentido este trabalho traz informacGes importantes acerca
da potencialidade das subdosagens desses compostos para anuros. No ambiente
agricola, embora tenha sido evidenciada a dominancia da cultura da lavoura de soja, a
matriz é complexa sendo constituida também por pastagem e outras culturas. Assim, 0
aumento da presenca de micronudcleos é um indicativo de possivel descaracterizagdo
dessa paisagem (Fig.1). Os resultados do presente estudo mostram mais evidéncias de
que os ambientes agricolas contribuem para o aumento da frequéncia de AENSs, e em
especial chama a atencdo para esses efeitos em espécies nativas.

Além disso, estudos in situ sdo potencialmente influenciados pela interacdo de
maltiplos estressores (Pollo et al. 2017, Carrasco et. al., 2021), assim, observar outros
componentes tais como pH e a temperatura da agua, faz-se necessario, pois esses podem
influenciar na toxicidade de muitos poluentes (Hoffman et al. 2010; Pollo et al. 2017).
Para anfibios, o pH ideal para um desenvolvimento saudavel varia entre 6,3 e 7,7
(Garcia e Fontarbel 2003; Babini et al. 2015; Pollo et al. 2017), nesse caso, o pH dos
dois pontos de coleta e do controle negativo estdo dentro de faixa, ndo sendo fator
preocupante no estresse dos animais. No entanto, foi verificado temperatura mais alta da
agua no ponto de coleta do ambiente agricola, (diferenca de 5°C para ambiente urbano),
isso aliado a presenca de substancias quimicas na agua, pode ter contribuido para maior
frequéncia de micronucleos nas células. No trabalho realizado por Assis et al. (2021),
foi demonstrado que a temperatura mais alta dos corpos d’adgua de ambiente agricola
qguando comparada a temperatura da agua do ambiente referéncia (Parque Nacional das
Emas) também foi relacionada a frequéncia maior de anormalidades nucleares.

Na avaliacdo da qualidade da 4gua, com a finalidade de prever o risco ambiental,
é recomendado ndo somente utilizar analises quimicas, mas também ecoldgicas e
toxicoldgicas, pois s6 a verificacdo das concentracdes de substancias ndo é suficiente
para demonstrar efeitos ambientais adversos (Roig et al. 2015; Castro-Catala et al.
2016). Nesse contexto, o trabalho realizado por Santos et al. (2021) destaca a
importancia da relacdo entre o uso do solo e qualidade das aguas dos rios e, assim, com
base nessas analises ecotoxicoldgicas é possivel perceber que estd ocorrendo danos nas
células dos animais. Outro trabalho realizado por Perez-Iglesias et al. (2016), constatou-
se que diferentes niveis de Atrazina, um dos herbicidas mais utilizados nos Gltimos anos
podem retardar o crescimento e desenvolvimento das larvas de anuros. Babini et al.
(2016) afirmaram que ambientes agricolas favorecem aumento de anormalidades
nucleares, conforme também constatado neste estudo in situ. No entanto, mesmo que
varios estudos em ambiente natural tenham demonstrado maior frequéncia de
micronucleos em ambientes agricolas quando comparados com areas controle
(Gongalves et al. 2015; Pollo et al. 2016; Cruz-Esquivel et al. 2017), como por exemplo
para Dendropsophus minutus, Physalaemus cuvieri e Scinax fuscovarius, 0
conhecimento sobre a vulnerabilidade in situ de anuros do cerrado brasileiro aos efeitos
genotoxicos em ambientes agricolas, em especial na regido sudoeste do estado de Goias,
ainda é incipiente (Borges et al., 2019Db).

Quanto a analise da agua do ambiente urbano, as concentragdes de metais como
Cobre total, Niquel total e Ferro dissolvido estavam acima dos valores estabelecidos
pela legislacdo brasileira, sendo uma preocupacgéo, portanto, quanto ao uso, por parte da
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populacéo, para as atividades de pesca. A presenca de metais em cOrregos urbanos é
devido ao despejo de esgotos domésticos (Gagnon et al., 2006), bem quanto ao despejo
de agrotdxicos, os quais sdo conhecidos como potencial fonte de metais, como, o Cobre
(Cu), Zinco (Zn), Cadmio (Cd) e Chumbo (Pb) (Lopes et al., 2011; Silva et al., 2017;
Simonato et al., 2016). Cobre e zinco sdo metais essenciais para seres Vvivos, em
pequenas concentragdes desempenham papel importante no metabolismo dos
organismos aquaticos, e participam de processos fisiolégicos, mas, em altas
concentragdes, esses metais podem ser tdxicos (Heath, 1995). Os metais, Pb e Ni
ocorrem de forma natural no meio ambiente, podendo apresentar efeitos tdxicos em
peixes, como estresse oxidativo, genotoxicidade e alteracdes de parametros fisioldgicos,
mesmo em baixas concentracdes (Martinez et al., 2004; AlAttar, 2007; Chahid et al.,
2014; Palermo et al., 2015). Assim, esses compostos podem ter contribuido para o
aparecimento de alteracOes eritrocitarias nucleares nos animais de area urbana.

Mesmo que neste estudo ndo tenha sido detectado frequéncia significativa de
MN nos animais da area urbana, as alteracdes eritrocitarias nucleares (AENS)
apresentaram-se evidentes, e devem ser consideradas na avaliacédo e interpretacdo dos
resultados, conforme recomendado por Thomas et al. (2009a), Bolognesi et al. (2013) e
Gomez-Meda et al. (2017). A presenca de micronlcleos e botdes nucleares esta
relacionado a efeitos genotoxicos (Gomez- Meda et al., 2017), ou seja, instabilidade
cromossémica ou danos ao DNA. No entanto, a presenca de células binucleadas esta
relacionada com danos ao fuso mitético e resulta em um efeito aneugénico (Gomez-
Meda et al., 2017). Portanto, podem ser consideradas indicativas de dano genético
(Cavas e Ergene-Gozikara 2005; GokalpMuranli e Glner 2011), e que podem levar a
efeitos carcinogénicos (Cavas et al., 2005). Essa contaminacao de corpos d’agua por
poluentes como os metais pode causar efeitos toxicos em diferentes niveis tréficos,
ameacando a saude das populagdes de organismos aquéaticos (Lima et al., 2018).
Especialmente o cdrrego em que foram retirados os animais, € usado para pesca e
consumo de peixes, por isso, a populagdo local precisa ter cautela sobre a qualidade da
fauna, uma vez que é relatado o grande potencial que os metais pesados tém de serem
repassados através da cadeia trofica, pelo processo de bioacumulagdo e biomagnificacdo
(Amorim, 2020).

Aléem de células binucleadas, outra alteracdo com frequéncia significativa
encontradas nas duas areas analisadas foi o nicleo entalhado, uma fenda que penetra ao
centro do nucleo (Ghisiet al., 2014). Segundo Fernandes et al. (2007), estas
anormalidades podem acontecer pela adicdo ou perda de um cromossomo, que ocorre
por causa da ligacdo de compostos quimicos as moléculas de tubulina, que formam o
fuso e a citocinese, podendo levar a formacao de células com nucleos irregulares, botdes
nucleares, microndcleos e minicélulas.

Ressalta-se que os animais coletados em area agricola apresentaram cerca de 8,5
vezes (média MNAA)/média MNAU) mais danos genotoxicos, evidenciados pela
quantidade maior de micronucleos, quando comparados com 0s animais de area urbana.
Desta forma, sugere-se que no primeiro ambiente a interagdo entre agentes estressores,
quando existir, mesmo em dosagens inferiores ao limite de quantificacdo, & promotora
de alteraces genotoxicas nas larvas de R. diptycha. No caso da area urbana, o corrego
do Sapo, recebe um aporte de efluentes diariamente, e muitas vezes 0s compostos
quimicos estdo diluidos, e por serem populacfes que convivem com a polui¢do
diariamente podem estar mais resistentes a contaminacdo. No entanto, ndo se pode
excluir os danos também observados nas larvas deste ambiente, pois a frequéncia de
outras anormalidades, como nucleo entalhado e binucleado, foi maior que nos animais
de area agricola. Como visto nos resultados, ndo houve diferenca significativa na
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analise total das AENs nos animais in situ quando comparados com 0s animais que
passaram pelo periodo de recuperacdo, provando que essas anormalidades celulares
podem ser irreversiveis e aparecerem nas geracOGes futuras, podendo prejudicar a
sobrevivéncia das espécies nos ambientes impactados (Obiakor, 2012). O uso de
amostras desses animais na fase adulta e uma avaliacdo mais sistematica, por meio do
emprego de outros biomarcadores, poderdo acrescentar conhecimentos importantes
sobre as perturbacdes sofridas por essa espécie, principalmente quando envolvem
estudos in situ.

4.5 CONCLUSAO

Este estudo indica a presenca de dano genotdxico em girinos de R. diptycha em
paisagem modificada pela agricultura e urbanizacdo no cerrado central, Brasil. A
frequéncia de dano ao DNA, possivelmente foi originada de pesticidas e efluentes
industriais e domésticos. Esses resultados sdo de extrema relevancia para gerar alerta
precoce para espécies de anuros, bem quanto para outros organismos ndo alvos que
habitam ambientes transformados. Além disso, chamando atencdo para a area urbana,
cujo corrego € utilizado para pesca e consumo de peixes, e que a populagdo precisa ter
cautela sobre a qualidade da fauna local, haja vista que as concentracGes de Cobre,
Niquel e Ferro estavam acima dos valores estabelecidos pela legislacdo brasileira.
Novos estudos ainda sdo necessarios com essa especie, sobretudo avaliando namero
maior de sitios de amostragens ao longo dos gradientes urbano e agricola, além de
aplicacdo de outros biomarcadores.
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Material Suplementar
Frequéncia de dano genotdxico

Tabela 1. Frequéncia média de micronlcleo e outras anormalidades nucleares
eritrocitarias de animais coletados em ambiente agricola e urbano.
Alteragdes Médiaterro padréo

Resumo estatistico

Agricola (n=10) Urbano (n=10)

Microndcleo 5.10+0.94* 0.60+0.27 U =7.000; p = 0.001
Broto nuclear 1.60+0.48 1.90+0.66 t=-0.369; p=0.716
Binucleada 0.90+0.31 2.60+0.43* t=-3.407; p=0.004
Nucleo entalhado 4.30+0.86 10.40£1.57* t =-3.407; p=0.003
Nucleo segmentado 2.20£0.49 4.00+0.93 t=-1.711; p=0.104
Nucleo reniforme 0.70£0.21 0.70+0.26 t =-0.000; p = 1.000
Nucleo lobado 0.70+0.30 4.80+1.86 U = 26.000; p =0.069
Anucleada 0.90+0.28 0.40+0.16 t=1.555; p=0.137
Total AENs 16.40+2.07 22.80+4.42 U =41.000; p =0.496

(*) indica diferenca significativa entre os ambientes. Teste T de Student e teste U de
Mann Whitney foram aplicados. Um p<0,05 foi considerado significativo.
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Tabela 2. Frequéncia media de dano genotdxico de animais de areas agricola e urbana
estudadas para controle negativo.

Alteragdes Médiaterro padréo dos tratamentos
instr 6eitos CAA Agricola P- CAU Urbano P-valor
valor

MN 1.10+0.46 5.10+0.94* 0.015 0.00+0.00 0.60+0.27 0.067
BR 0.90+0.41 1.60+0.48 0.207  3.60+1.95 1.90+0.66 0.759
Bl 0.30+0.21 0.90+0.31 0.208 0.20+0.13 2.60+0.43*  0.005
NE 8.10+2.00 4.30+0.86 0.140 6.30+1.39 10.40+£1.57* 0.027
NS 3.80+2.04 2.20+0.49 0.889  1.90+0.62 4.00+0.93 0.107
NR 1.20£0.59 0.70+0.21 0.529 2.60+0.73 0.70+0.26 0.063
NL 1.40%0.40 0.70+0.30 0.286  1.30+0.42 4.80+1.86 0.097
AN 0.20+0.13 0.90+0.28 0.076  0.60+0.16 0.40+0.16 0.528

Total AENs 17.00+4.87 16.40+2.07 0.959 16.30+4.16 22.80+4.42 0.232

CAA = Controle Area Agricola, CAU = Controle Area Urbana, MN = Microndcleo, BR
= Broto Nuclear, Bl = Célula Binucleada, NE = Ndcleo Entalhado, NS = Ndcleo
Segmentado, NR = Nucleo Reniforme, NL = Nucleo Lobado, AN = Célula Anucleada,
AENs = Anormalidades. (*) diferenga significativa entre o grupo amostral e seu
controle.

Parametros fisico-quimico da agua

Tabela 3. Andlise fisico-quimica da agua nas areas amostradas.

Parametros Area Area
Agricola Urbana
Temperatura 30,1°C 25,1°C
pH 7,43 6,68
Oxigénio Dissolvido  74,8% 28,3%
Condutividade 4,75 w/s 152,5 w/'s
TDS 2,11ppm 75,8 ppm
Salinidade 0,00psu 0,07 psu
Resistividade 2,52 KQ 6,5 KQ

TDS = Sélidos Totais Dissolvido.

Tabela 4. Resultado da Anélise de pesticidas em Area Agricola.

Parametros Resultados Unidade LQ CONAMA
357/2005
Classe Il
(VMP)

Glifosato <55,00 ng/L 55,00 65,00

Glifosato+Ampa <105,00 ug/L 105,00 NR
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2,4D <0,1500 ng/L 0,1500 4,0000
2,45T <1,00 ng/L 1,00 2,00
2,4D+2,45T <1,15 ng/L 1,15 NR
Alaclor <0,100 ug/L 0,100 20,000
Aldicarb + Aldicarbsulfona+aldicarb <10 ng/L 10 NR
sulfoxido

Aldrin+Dieldrin <0,00200 ng/L 0,00200  0,00500
Atrazina <1,00 pg/L 1,00 2,00
Carbendazina+Benomil <20,000 ng/L 20,000 NR
Carbofurano <5,000 ug/L 5,000 NR
ClordanoCis + Trans <0,020 ng/L 0,020 0,04
Clorpirifés+ClorpirifésOxon <5,100 ng/L 5,100 NR
Diuron <50,000 ng/L 50,000 NR
Endossulfanalfa+EndossulfanBeta+Endossu  <0,030 pg/L 0,030 0,056
Ifan Sulfato

Endrin <0,001000 pg/L 0,001000 0,004000
Gama-BHC (Lindano) <0,010 ug/L 0,010 0,020
Metamidofds <5,0000 ug/L 5,0000 NR
Molinato <0,100 ug/L 0,100 NR
0,p-DDD+ 0,p-DDE+ 0,p-DDT <0,0030 pg/L 0,0030 NR
Parationa Metilica <0,050 ng/L 0,050 NR
Pendimetalina <0,100 ug/L 0,100 NR
Permetrina <0,200 ng/L 0,200 NR
Profenofos <0,100 ug/L 0,100 NR
Simazina <0,100 ug/L 0,100 2,000
Tebuconazol <0,100 ug/L 0,100 NR
Terbufos <0,100 ug/L 0,100 NR
Trifluralina <0,050 ug/L 0,050 0,200

NR: N&o hé& recomendagdo pela legislagdo, VMP: Valor méximo permitido, pH: Potencial
hidrogenionico, cel: células, uH: Unidade da cor pelo Hazen em mg/L Pt-Co, NTU: Unidades
Nefelométricas de Turbidez, V.A.: Virtualmente ausente, UFC: Unidade formadora de coldnia,
LQ: Limite de Quantificacdo, N.A.: Nao Aplicavel; E.A.: Em Anélise.

Aguas de Classe I, Il e 111 - limites definidos segundo a Resolugio N° 357 do CONAMA de 17
de margo de 2005. Segundo a RESOLUCAO CONAMA 357/2005: CLASSE II: destina-se ao
abastecimento doméstico, ap6s tratamento convencional; a protecdo das comunidades aquaticas;
a recreacdo de contato primario.

Tabela 5. Resultados da Anélise Quimica da dgua de Area Urbana.

1CONAMA
Parametros Resultados Unidade LQ 357/2005

Classe Il

(VMP)
Surfactantes anionicos 0,09 mg/L 0,001 NR
Nitrogénio amoniacal total 0,28 mg/L 0,01 3,7
Aluminio dissolvido 0,09 mg/L 0,01 0,1
Chumbo total 0,01 mg/L 0,01 0,01
Cobre total 0,06* ug/L 0,001 0,009

Cromo total 0,01 CuU 0,01 0,05



Ferro dissolvido
Fosforo total
Manganés total
Niquel total
Zinco total
Antimonio
Arsénio total
Bario total
Berilio total
Boro total
Céadmio total
Cobalto total
Litio total
Mercario
Prata total
Selénio total
Vanadio total
Alaclor

Aldrin + Dieldrin
Atrazina
Carbaril

ClordanoCis + Trans

2 — Clorofenol
24-D

Demeton (Demeton-O + DemetonS)

1,2 Dicloroetano
1,1 Dicloroeteno
2,4 Diclorofenol

DDT (p,p”-DDT+p,p’-DDE + p,p’-DDD)

Mirex

(Dodecacloropentaciclodecano)
Endossulfan Alfa + Endossulfan
Beta + Endossulfan Sulfato

Endrin
Glifosato
Gution

HeptacloroEpdéxido + Heptacloro
Hexaclorobenzeno
Lindano (Gama-BHC)

Malation
Metolacloro
Metoxicloro
Paration
Pentaclorofenol

1,58*
0,03
0,01
0,05*
0,012

< 0,004
< 0,006
0,222

< 0,0003
<0,2

< 0,0005
< 0,001
< 0,008
<0,0002
< 0,005
< 0,008
<0,01
<0,1

< 0,002
<10
<0,01
<0,02
<0,05
<0,15
<0,02

< 0,000450
<0,00010
<0,05

< 0,003
< 0,001

<0,03

<0,001
<55

< 0,004
<0,02
<0,001
<0,01
<0,05
<01

< 0,001
<0,01
< 0,00010

mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
ng/L
ng/L
ng/L
ng/L
ng/L
ng/L
png/L
png/L
png/L
png/L
png/L
png/L
ng/L

ng/L

png/L
png/L
png/L
ng/L
ng/L
ng/L
ng/L
png/L
png/L
png/L
png/L

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,004
0,010
0,001
0,0003
0,2
0,0005
0,001
0,008
0,0002
0,005
0,008
0,01
0,1
0,002
1,0
0,01
0,02
0,05
0,15
0,02
0,000450
0,00010
0,05
0,003
0,001

0,03

0,001
55
0,004
0,02
0,001
0,01
0,05
0,1
0,001
0,01
0,00010
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0,3

NR
0,1
0,025
0,18
0,005
0,010
0,700
0,0400
0,5
0,0010
0,050
2,500
0,0002
0,010
0,010
0,10
20,0
0,005
2,0
0,02
0,04
0,10
4,00
0,10
0,01
0,00300
0,30
0,002
0,001

0,06

0,004
65
0,005
0,01
0,007
0,02
0,10
10,0
0,030
0,04
0,009
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Simazina <01 pg/L 0,1 2,0
245T <10 ng/L 1,0 2,0
Tetracloreteno <0,000310 pg/L 0,000310 0,010000
Toxafeno <0,01 ng/L 0,01 0,01
Triclorobenzeno (1,2,3 + 1,2,4+1,3,5) <0,43000 png/L 0,43 NR
Tricloroeteno <0,0020 ng/L 0,002 0,0300
2,4,6 Triclorofenol <0,00010 png/L 0,0001 0,01000
Trifuralina <0,05 pg/L 0,05 0,20
2,45TP <1,0 ng/L 1,0 10,0

NR: N&o hé& recomendacdo pela legislagdo, VMP: Valor méximo permitido, pH: Potencial
hidrogeni6nico, cel: células, uH: Unidade da cor pelo Hazen em mg/L Pt-Co, NTU: Unidades
Nefelométricas de Turbidez, V.A.: Virtualmente ausente, UFC: Unidade formadora de colonia,
LQ: Limite de Quantificacdo, N.A.: Nao Aplicavel; E.A.: Em Anélise.

Aguas de Classe I, Il e 11l - limites definidos segundo a Resolugio N° 357 do CONAMA de 17
de margo de 2005. Segundo a RESOLUCAO CONAMA 357/2005: CLASSE II: destina-se ao
abastecimento doméstico, apos tratamento convencional; & prote¢do das comunidades aquaticas;
a recreacdo de contato primario. *Valores acima dos limites definidos pelo CONAMA
357/2005.

Tabela 6. Andlise fisico-quimica da dgua controle negativo.

Parametros Area Agricola Area Urbana
pH 7,78 7.77
Temperatura 24,35°C 24.2°C
Condutividade 313,25 u/s 309 ws
Resistividade 3,18 KQ 3.25KQ
Salinidade 0,15125psu 0.147 psu
TDS 154.9156,75ppm  154.10 ppm

TDS = Sélidos Totais Dissolvido.

5. CONCLUSAO GERAL

O uso de organismos teste pertencentes a classe dos anfibios tem apresentado

crescimento nos estudos de ecotoxicologia. Para o género Rhinella, nos ultimos 10 anos
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foram publicados a cerca de sete artigos por ano. Ainda assim, sdo escassos 0s estudos
com diferentes espécies dessa importante classe, os anfibios. Considerando que este
género possui cerca de 90 espécies, e apenas 8 foram encontradas nas pesquisas, iSsO
reflete o grande trabalho que se tem pela frente, a fim de conhecer melhor sobre as
espécies e proteger a biodiversidade dos impactos gerados pelas a¢des antrépicas. Como
contribuicdo ao preenchimento das lacunas de conhecimento, o segundo capitulo deste
trabalho, identificou a presenca de dano genotoxico em larvas de anfibio da espécie
Rhinella diptycha, em cenario alterado por atividades agricolas e urbanas no Cerrado
central, Brasil. A frequéncia de dano ao DNA, provavelmente foi causada por pesticidas
e efluentes industriais e domésticos. Com esses resultados é possivel ressaltar a extrema
relevancia em gerar alerta precoce para espécies de anuros. Chamando atencdo para a
area urbana, pois o corrego é utilizado para pesca e consumo de peixes e a populacéo
deve ter cautela sobre a qualidade da fauna local, por causa das concentractes de Cobre,
Niquel e Ferro que se encontravam acima dos valores estabelecidos pela legislacdo
brasileira. Os estudos ecotoxicoldgicos tém grande importancia sobre a qualidade de
vida e sobrevivéncia das espécies, visto que pelas espécies relatadas no primeiro e
segundo capitulo, é possivel perceber os impactos gerados pelos contaminantes. Com
isso, a ecotoxicologia tem importante papel na busca pela vigilancia das espécies, a fim
de conter possiveis declinios populacionais. Destarte, desta contribuicdo cientifica,
ressaltando que sdo necessarios outros estudos com numero maior de locais de
amostragens percorrendo os gradientes urbano e agricola, como também a aplicacdo de

outros biomarcadores.



