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RESUMO

O Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas (RVS-CP) é formado por
campos naturais e capdes de Mata com Araucaria. A fisionomia campestre da regiao
ao longo dos anos vem sofrendo rupturas impulsionadas pela agricultura e
silvicultura, principalmente as incorporadas dentro do RVS-CP. A destruicdo das
paisagens naturais e uso intensivo de agroquimicos convergem para mudangas
ambientais e exposicdo a poluentes xenobidticos. Desta forma, o presente estudo
objetivou investigar a genotoxicidade, pelo teste do micronucleo (MN), para as
especies Physalaemus cuvieri, Dendropsophus minutus e Leptodactylus luctator,
coletadas na regidao do RVS-CP, em areas de campo nativo (CN1 e CN2),
silvicultura (SIL1 e SIL2) e agricultura (AGRI1 e AGRI2), bem como avaliou as
caracteristicas fisico-quimicas da agua e do sedimento das lagoas. Os resultados
dos parametros quimicos da agua revelam valores adequados para potencial
hidrogeniénico (pH), temperatura (T°C), sélidos dissolvidos totais (TDS) e
condutividade (SI), enquanto potencial de oxirredu¢do (ORP), oxigénio dissolvido
(%OD), turbidez (TNU), demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica
de oxigénio (DQO) sofreram flutuagcdes de valores entre as datas de coleta e o local
amostrado. A ocorréncia de agroquimicos no sedimento foi registrada
exclusivamente em AGR1, com identificacdo de 8 diferentes principios ativos, entre
0s quais o inseticida Imidacloprido apresentou maior concentragdo. Dentre as
espécies avaliadas e os ambientes amostrados néo foram evidenciadas frequéncias
significativas de MN e anormalidades eritrocitarias, porém quando as frequéncias
médias de MN e alteragdes nucleares foram geradas por ambiente avaliado
registrou-se aumento significativo na area de silvicultura associado aos parametros
DBO, DQO, TNU e ORP. A Andlise dos componentes principais (PCA) revelou que
ha correlagao positiva entre as frequéncias de alteragdes nucleares com o ORP,
TNU e agroquimicos. Nesse ambito, a auséncia ou baixa frequéncia de
micronucleos e outras alteracées nucleares, demonstram que os estudos in situ,
sofrem a interferéncia da dindmica do ambiente e estdo sujeitos a estressores
antropogénicos e naturais que influenciam diretamente na acdo biolégica dos
organismos.

Palavras-chave: bioindicadores; genotoxicidade; micronucleo; in situ, silvicultura;
agricultura; parametros fisico-quimicos.



ABSTRACT

The Campos de Palmas Wildlife Refuge (RVS-CP) is composed by natural fields and
remnants of Araucaria Forest. The rural physiognomy of the region over the years
has suffered ruptures driven by agriculture and forestry, especially those
incorporated within the RVS-CP. Destruction of natural landscapes and intensive use
of agrochemicals converge to environmental changes and exposure to xenobiotic
pollutants. Thus, the present study aimed to investigate genotoxicity, using the
micronucleus test (MN), for the species Physalaemus cuvieri, Dendropsophus
minutus and Leptodactylus luctator, collected in the RVS-CP region, in areas of
native grassland (CN1 and CN2), forestry (SIL1 and SIL2) and agriculture (AGRI1
and AGRI2), as well as evaluating the physicochemical characteristics of the water
and sediment of the lakes. The results of the chemical parameters of the water reveal
adequate values for hydrogenic potential (pH), temperature (T°C), total dissolved
solids (TDS) and conductivity (SI), while oxidation-reduction potential (ORP),
dissolved oxygen (%OD), turbidity (TNU), biochemical oxygen demand (BOD) and
chemical oxygen demand (COD) have fluctuated values between the collection dates
and the sampled locations. The occurrence of agrochemicals in the sediment was
recorded exclusively in AGR1, with the identification of 8 different active principles,
among which the insecticide Imidacloprid had the highest concentration. Among the
evaluated species and sampled environments, no significant frequencies of MN and
erythrocyte abnormality collected in an agricultural environment, silviculture in
relation to the preserved area, but when the average frequencies of MN and nuclear
alterations were generated by the evaluated environment, a significant increase was
recorded in the silviculture area associated with the BOD, DQO, NTU and ORP
parameters. Principal component analysis (PCA) in analogy revealed that there is a
positive correlation between the frequencies of nuclear alterations with ORP, NTU
and agrochemicals. In this context, the absence or low frequency of micronuclei and
other nuclear changes demonstrate that in situ studies suffer interference from the
dynamics of the environment and are subject to anthropogenic and natural stressors
that directly influence the biological action of organisms.

Keywords: bioindicators; genotoxcity; micronucleus; in situ, forestry; agriculture;
physicochemical parameters.
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1 INTRODUGAO

As disparidades de poluentes xenobioticos presentes no ambiente ajudam a
justificar a razédo pela qual os impactos ambientais produzem diferentes resultados, com
tendéncias de aumento a exposicdo a agentes mutagénicos e genotoxicos e,
consequentemente, efeitos nocivos aos ecossistemas e a todos os seres vivos (ARCAUTE
et al., 2014; BOLOGNESI, 2003; FARAG; ALAGAWANY, 2018; GADZALA-KOPCIUCH, et
al., 2004; PELUSO et al, 2019). A relevancia e preocupagdo crescentes com esses
poluentes se expressa principalmente em relagdo ao ecossistema aquatico, recurso natural
vulneravel as a¢des antropicas e indispensavel para manutengdo do meio ambiente (REID
et al., 2019; VOROSMARTY et al., 2010).

Entre os taxons existentes nos ecossistemas aquaticos, os anfibios desenvolvem
uma peculiar relagdo com esse meio, sendo considerados excelentes bioindicadores da
qualidade do meio ambiente e potencialmente importantes no monitoramento ambiental
(ARCAUTE et al., 2014; BRUHL et al., 2011; CRUZ-ESQUIVEL et al., 2017; IUCN, 2020).
Essa posicao é atribuida a esses animais por serem extremamente sensiveis aos efeitos
das variagcbes ambientais, e talvez, seja essa a explicagdo para muitos declinios
populacionais de anfibios ocorrerem sem quaisquer alteragdes perceptiveis do habitat
(GAUTHIER et al. 2004; STUART et al., 2004).

Suas caracteristicas biologicas e ecoldgicas, incluindo metabolismo, ciclo de vida
aquatico, pele bastante permeavel, ovos e girinos sensiveis a contaminantes presentes no
ar e na agua, época reprodutiva influenciada por fatores climaticos, grande fidelidade ao
habitat, uso de ambientes aquaticos e terrestres e reduzida capacidade de disperséo, torna
os anfibios bioindicadores notaveis, capazes de fornecerem referéncias da presenca de
poluentes no ecossistema (ADAMS; BRUHL, 2020; BENVINDO-SOUZA et al., 2020;
BORGES et al., 2019; CRUZ-ESQUIVEL et al., 2017; FANALI et al., 2018; GONCALVES et
al,. 2017). Os anfibios possuem singular relevancia nos estudos toxicolégicos, em avaliagao
dos efeitos de agentes mutagénicos e genotdxicos no acido desoxirribonucleico (DNA).
Pesquisas demonstram a suscetibilidade genotéxica de anfibios expostos a contaminantes
presentes no ambiente (ARCAUTE et al., 2014; BABINI et al., 2016; BORGES et al., 2019;
GAUTHIER et al, 2004). Os efeitos genotdxicos revelam sua interferéncia afetando
diretamente o genoma, impulsionando quebras no DNA, danos no material genético,

alteragbes nas cromatides irmés e até mesmo, caso as lesbes ndo sejam reparadas,
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mutacdes que podem desencadear processos carcinogénicos (DEARFIELD et al., 2002).
Além disso, em anfibios, pode levar a uma série de efeitos como dano genético e hepatico,
anormalidades morfoldgicas, supressdo das defesas imunoldgicas e afetar o crescimento
(CRUZ-ESQUIVEL et al., 2017; FANALI et al., 2018, PEREZ-IGLESIAS et al., 2019).

Dentre as técnicas utilizadas para avaliar as consequéncias dos agentes
mutagénicos e genotoxicos em anfibios, destaca-se o teste do micronucleo. O teste consiste
na analise de eritrécitos para identificar alteragcbes cromossOmicas e tem se mostrado
bastante promissor devido ao ensaio ser notavelmente mais simples, confiavel e eficaz,
fornecendo um sinal de alerta precoce da deteccao de danos (BABINI et al., 2016; BORGES
et al., 2019; CRUZ-ESQUIVEL et al., 2017; UDROIU et al., 2015).

Alguns estudos demonstram que os danos observados em anfibios podem estar
correlacionados as areas de cultivo agricola, criacdo extensiva de gado e a utilizagao de
grandes extensdes de terra para o plantio de monoculturas com espécies exéticas (BABINI
et al., 2016; FOKOUA et al.,, 2019; HEINEN 1992; KRISHNA et al., 2005; PARRIS;
LINDENMAYER, 2004; PINEDA; HALFFTER, 2004; WALDICK et al., 1999). A
vulnerabilidade a que estdo expostos em terras agricolas se da pelo uso intensivo de
agroquimicos, pois eles dispersam-se no ambiente e persistem nas cadeias troficas
causando efeitos letais e subletais sobre anfibios (BOCCIONI, et al., 2021; BORGES et al.,
2019; MCDANIEL et al., 2004; METTS et al., 2012; ROWE et al., 2002, SIEVERS, et al.,
2019). O plantio de espécies exdticas e a pecuaria também revelam sua interferéncia, as
quais estdo vinculadas as alteragéo e destruicdo das paisagens naturais, podendo levar ao
declinio populacional desses animais (COLLINS; STORFER, 2003).

Os anuros Physalaemus cuvieri, Dendropsophus minutus e Leptodactylus luctator
possuem ampla distribuicdo geografica na América do Sul (FROST, 2022; KWET et al.,
2010; MIJARES et al., 2010). Sao espécies altamente adaptaveis as mudangas ambientais
e abundantes em diversos habitats, incluindo campos abertos, regido de pastagem e areas
inundadas (GONCALVES et al., 2019; KWET et al. 2010; MIJARES et al., 2010). Pesquisas
recentes veem utilizando uma abordagem de estudo com essas espécies para avaliagéo da
genotoxicidade, demonstrando que esses anuros podem ser empregados para o
monitoramento ambiental (ARAUJO et al., 2020; BENVINDO-SOUZA et al., 2020; BORGES
et al., 2019; FANALI et al., 2018; GONCALVES et al., 2017; GONCALVES et al., 2019;
SLABY, et al., 2019).
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Assim, objetivando contribuir para o conhecimento dos estudos genotdxicos em
anfibios, o presente trabalho avaliou a genotoxicidade de trés espécies de anuros in situ
coletados na Unidade de Conservagao (UC) Refugio de Vida Silvestre dos Campos de
Palmas (RVS-CP), em areas de campo natural, silvicultura e agricultura, utilizando o teste

do micronucleo como biomarcador.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a genotoxicidade em exemplares de trés espécies de anuros
coletados na regido do Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas (RVS-CP),

em areas de campo natural, silvicultura e agricultura.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Analisar a frequéncia de células micronucleadas e de anormalidades nucleares
de exemplares de Physalaemus cuvieri, Dendropsophus minutus e Leptodactylus
luctator nas areas de estudo.

2.2.2 Comparar como os diferentes usos e ocupagdes do solo da area de estudo
interferem na genotoxicidade desses anfibios anuros.

2.2.3 Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas da agua e do sedimento das lagoas
onde os animais forem coletados.

2.2.4 Investigar se a genotoxicidade € influenciada pelas caracteristicas fisico-

quimicas da agua e sedimento onde estes animais habitam.
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3 JUSTIFICATIVA

As atuais evidéncias apontam, claramente, para uma diregédo futura: as mudangas
ambientais aumentardo, bem como o risco de exposigdo a poluentes mutagénicos e
genotoxicos que irdo trazer efeitos nocivos ao ecossistema e aos seres vivos expostos
(ARCAUTE et al., 2014; BOLOGNESI, 2003; FARAG; ALAGAWANY, 2018; GADZALA-
KOPCIUCH, et al., 2004; PELUSO et al., 2019). Embora a gama de riscos que envolvem
alteragdes ambientais ndo se restrinja a exposicdo de poluentes, as informacgdes
antecipadas da qualidade do ambiente podem ser consideradas uma primeira linha de
defesa a essas alteragdes (BONEBRAKE et al., 2019; CARPENTER et al., 2011; FICKEN,
BYRNE, 2013; GADZAtA-KOPCIUCH et al., 2004; VOROSMARTY et al., 2010).

A Unidade de Conservacdo RVS-CP, formada por campos naturais e capdes de
Mata com Araucaria (Floresta Ombrofila Mista) encontra-se inserida em meio a problematica
ambiental. Antes da criacdo da Unidade de Conservagao, as mudancas no uso do solo
alteraram consideravelmente a paisagem da regiao, sendo que a agricultura e a silvicultura
ocuparam muitas areas de campos nativos (STRAPAZZON, 2015). A partir da criagao da
Unidade de Conservacdo, muitas dessas atividades foram mantidas, considerando que a
UC é composta por propriedades privadas que mantém a mecanizagdo da agricultura,
monocultivos agricolas e florestais, e o pastoreio incorporados ao RVS-CP e ao seu entorno
(BERNARDON; SOARES, 2016; ICMBIO, 2016).

Os riscos observados pela presenca de areas plantadas na Unidade de
Conservagao conforme Plano de Manejo do RVS-CP estao intimamente associados a perda
de areas campestres remanescentes e habitats, aliados a contaminagcdo do solo e dos
cursos d’agua com comprometimento da qualidade hidrica das nascentes por agroquimicos
(ICMBIO, 2016). Nao obstante, os Campos de Palmas na sua totalidade ja somam cerca de
50% da cobertura original destruida ou profundamente alterada (BERNARDON; SOARES,
2016). Frente a essa perspectiva, os anfibios estdo presentes nesses ecossistemas
afetados e podem ser empregados como bioindicadores. Pesquisas demonstram sua
particular importancia para estudos toxicolégicos, para avaliar efeitos de agentes
mutagénicos e genotoxicos no DNA, fornecendo informagbes precoces da presenga de
poluentes no ecossistema, atuando como sinal de alerta diante das modificagdes do
ambiente (PEREZ-IGLESIAS et al., 2020). Essa posicéo é atribuida a esses animais por

serem extremamente sensiveis aos efeitos das variacbes ambientais devido assuas
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caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas. Além disso, a avaliagdo com anfibios in situ permite
informagdes toxicoldgicas especificas do local, devido a fidelidade ao habitat e reduzida
capacidade de dispersdo (ARCAUTE et al., 2014; BRUHL et al., 2011; FICKEN, BYRNE,
2013; HAYES et al., 2006; HAYES et al., 2010; NIKOLOFF et al., 2014).

Nesse ambito, o presente estudo visou avaliar a genotoxicidade em trés espécies
de anuros e fornecer informacdes das condicdes ambientais em areas de campo natural,
silvicultura e agricultura na regido do Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas
(RVS-CP); bem como contribuir coadjuvantemente ao projeto "Integridade Ambiental do
Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas: suas aguas e seus anfibios associados",

licenca ambiental n°® 63844-1.
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4 REVISAO DA LITERATURA
4.1 Biologia dos anfibios anuros

Existem trés ordens de anfibios: Anura, Caudata e Gymnophiona, que formam um
grupo evolutivo monofilético. S&o conhecidos como sapos, rds e pererecas 0s que
pertencem a ordem anura, salamandras ou tritdes para a ordem caudata e cecilias para a
ordem gymnophiona (HADDAD, 2008).

Entre as trés ordens de anfibios, a ordem anura é a maior representante da
classe, com mais de 7.500 espécies (FROST, 2022). Sao animais que apresentam uma
ampla distribuicdo geografica, sendo predominantemente de regides tropicais e
temperadas. A maior diversidade de anfibios é encontrada no Brasil com 1.188 espécies
catalogadas (SEGALLA et al., 2021).

Os anuros possuem uma morfologia especializada, onde a caracteristica mais
evidente desse sucesso € a estrutura esquelética adaptada para o salto, os membros
pélvicos e os musculos que formam um sistema de alavanca permitindo arremessar o
animal. As principais especializagdes morfologicas associadas a esse tipo de locomocgao
é a fusao da tibia e fibula, alongamento dos membros pélvicos, coluna vertebral curta e
rigida ligada a pelve, presenga de vértebras caudais fundidas ao urdstilo, membros
peitorais fortes e cintura peitoral flexivel (POUGH et al., 2003; VITT; CALDWELL, 2014).

Sao animais ectotérmicos e possuem a pele umida e glandular, bastante
permeavel e sensivel. A umidade e a permeabilidade da pele sdo mantidas por glandulas
mucosas que estao distribuidas por toda a superficie do corpo e secretam compostos
mucopolissacarideos. Além dessas glandulas os anuros podem apresentar glandulas
serosas, granulares e mistas (mucosas e serosas) (POUGH et al., 2003). No tegumento
podem ser encontradas uma grande variedade de substancias farmacologicamente ativas
(aminas biogénicas, peptideos, alcaldides), algumas sdo extremamente toxicas, e
possuem a fungdo de protegdo contra agentes infecciosos como fungos e bactérias ou
mesmo contra predadores em potencial (BRIZZI et al., 2002).

O sistema respiratério desses animais revela sua posi¢cao de transicao entre o
meio terrestre e aquatico, na fase larval a maioria das espécies respiram por intermédio
de branquias, que sao estruturas externas e filamentosas (VITT; CALDWELL, 2014). Ja

os anuros adultos podem utilizar trés superficies respiratérias: a pele (respiragao
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cutanea), a boca (respiragao bucal) e os pulmdes. Os pulmdes desses animais sdo sacos
elasticos ovais com superficie interna dividida em septos e subdivididas em alvéolos. A
respiragdo pulmonar € realizada através de pressao positiva, forcando o ar para dentro
para encher os pulmdes (HICKMAN et al., 2004). Os anuros apresentam dependéncia
crescente dos pulmdes para a ingestdo de oxigénio a medida que aumenta sua
temperatura e atividade. Outra forma de respiracado caracteristica € a respiragao cutanea,
cuja a troca gasosa ocorre por diferenga de pressao na tensao superficial encontrada
entre a pele umida e o ar (DUELLMAN; TRUEB, 1994). Todos os anfibios dependem da
superficie do tegumento para as trocas gasosas, especialmente para a liberagdo de
diéxido de carbono (POUGH et al., 2003).

O coragao, diferentemente dos peixes, recebe tanto o sangue oxigenado,
proveniente dos pulmdes como sangue nao oxigenado, proveniente do corpo, porém de
forma parcialmente separada (POUGH et al., 2003). Para evitar a mistura excessiva dos
dois tipos de sangue o sistema circulatério € duplo (HICKMAN et al., 2004). Segundo
Pough et al. (2003), o coracdo dos anfibios reflete o uso de duas superficies respiratérias
nos padrdes de fluxo sanguineo dentro do coragao e da distribuicdo de sangue oxigenado
e nao oxigenado a diversas partes do corpo.

Os anuros sao importantes consumidores terciarios ou quaternarios em
ecossistemas florestais, alimentam-se de insetos, aranhas, minhocas, lesmas, caracais,
centopeias entre outros. Desempenham importante papel na regulacdo da dinamica de
nutrientes da floresta, controlando a densidade de suas presas. No estagio larval sao
usualmente filtradores carnivoros ou herbivoros, alimentando-se principalmente de algas
e restos de animais e vegetais mortos (HADDAD, 2008; STEWARD; WOOLBRIGHT,
1996).

Os anfibios sdo presas em potencial para todas as classes de vertebrados e
muitos invertebrados. A predagéo pode ocorrer tanto na fase de ovo, estagio larval, jovem
ou adulto (DUELLMAN; TRUEB, 1986). Como mecanismo de defesa dos predadores,
algumas espécies anunciam suas propriedades toxicas por meio de cores e
comportamento aposematicos, outros dao longos pulos para escapar, alguns simulam a
morte, espécies de grande porte inflam os pulmdes aumentando de tamanho aparente e
atacam o predador, ha ainda espécies que utilizam o mimetismo para enganar os
predadores (POUGH et al., 2003).
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4.2 Anfibios e a poluigdao aquatica

No decorrer da histéria humana tem-se constatado o apogeu da intervengédo do
homem sobre o planeta e, as aguas doces superficiais - lagos, reservatorios e rios - estao
entre os ecossistemas mais amplamente afetados. A expansao das atividades antropicas,
alterou extensivamente as aguas do planeta, gerando impactos na estrutura fisica e
quimica, mudangas nos processos ecossistémicos e nas caracteristicas bidticas do meio
aquatico (CARPENTER et al., 2011; PATEL et al., 2020; REID et al., 2019).

Atualmente configurada como o foco de preocupacéao internacional sob a 6tica do
meio ambiente, o comprometimento do meio aquatico e sua biodiversidade incitam o
delineamento de perspectivas de agdes legais e analises ambientais a fim de proteger ou
reabilitar esse ecossistema (REID et al., 2019; VOROSMARTY et al., 2010).

Entre as inumeras ameagas ao ambiente aquatico, as mais recentes s&o as
mudangas climaticas, invasdes bioldgicas, doencgas infecciosas, floragdes de algas
prejudiciais, expansdo hidrelétrica; poluicdo luminosa, ruidos, salinizagdo da agua,
declinio de concentracdes de calcio; estressores cumulativos, poluicdo microplastica e
contaminantes emergentes. Esses ultimos chamam ampla atengdo por causa de sua
atividade biologica inesperada ou desconhecida e persisténcia em ambientes aquaticos,
sendo que incluem farmacos, produtos de higiene pessoal, surfactantes, plastificantes,
pesticidas; desreguladores enddécrinos e nanomateriais (ATTADEMO et al., 2022; PATEL
et al., 2020; REID et al., 2019).

Ainda entre os riscos ao ecossistema aquatico, destacam-se as mudangas no uso
da terra, atribuidos principalmente as areas urbanas, areas agricolas e a alta densidade
de gado bovino que adicionam lodo, elevadas concentragbes de nutrientes e poluentes
toxicos para as aguas superficiais (CARPENTER et al., 1998; CARPENTER et al., 2011;
NAIMAN; DUDGEON, 2011).

Os ecossistemas de agua doce estdo perdendo espécies mais rapidamente do
que os ecossistemas marinhos ou terrestres, muitas delas estdo sendo extintas antes
mesmo de terem sido reconhecidas e estudadas pela comunidade cientifica. Os relatorios
demonstram que quase um tergo das espécies do ecossistema aquatico esta ameacado
de extingdo e mais de 200 espécies ja estao extintas (IUCN, 2020).

Essas alteragbes hidrolégicas também vém afetando drasticamente as

populagdes de anfibios no mundo todo, de acordo com a avaliagao da Lista Vermelha da
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IUCN, 41% dos anfibios estdo ameagadas de extincdo, em razdo da sua intrinseca
relagdo com o meio aquatico, que os tornam mais suscetiveis aos contaminantes
(ARCAUTE et al., 2014; BRUHL et al., 2011; CRUZ-ESQUIVEL et al., 2017; IUCN, 2020).

Estudos recentes tém relatado a conex&o entre os contaminantes e os anfibios,
alertando que os mesmos podem estar expostos como individuos, populagdo e
comunidade. As evidéncias relacionam efeitos adversos principalmente as espécies que
se reproduzem em corpos d’agua, pois estdo diretamente sujeitas a poluentes, que
podem levar ao declinio populacional. A exemplo, a contaminagdo ambiental pode afetar
0s primeiros estagios do desenvolvimento larval, alterar o comportamento por vias
fisiolégicas e neuroldgicas, aumentando a mortalidade e a suscetibilidade genotdxica e
diminuindo o numero de metamorfos (BABINI et al., 2016; BORGES et al., 2019; HAYES
et al., 2010; GAVEL et al., 2021; SIEVERS et al., 2018). Além disso, algumas pesquisas
demonstram uma correlagdo entre o dano genético em anfibios com o tamanho do corpo
de agua, ou seja, quanto menor o tamanho do ecossistema aquatico, maiores serdo os
danos no DNA (GONCALVES et al., 2017; GONCALVES et al., 2019).

Nesse contexto, a relevancia e preocupacgado crescentes em relacdo ao meio
ambiente aquatico requer um diagnéstico das ameagas em uma ampla gama de escalas,
do global ao local, operagdes voltadas a conservagdo desse ecossistema para sua
preservacao e reabilitacdo, além de politicas publicas mais coerentes e efetivas a fim de
assegurar a seguranga da agua tanto para os seres humanos quanto para a
biodiversidade de agua doce (REID et al., 2019; VOROSMARTY et al., 2010).

4.3 Biomonitoramento e bioindicadores

A vertente da poluigdo ambiental pode ser atribuida a uma gama de fatores
resultantes de novas tecnologias industriais e agricolas, em conjunto com mudangas em
nosso modo de vida, atribuidos principalmente ao consumo de produtos farmacéuticos,
produtos para cuidados pessoais, surfactantes, plastificantes, pesticidas, entre outros
(GAUTHIER et al., 2004; PATEL et al., 2020).

Frente aos avancos da poluicdo e as consequéncias ao ecossistema e aos seres
vivos, o biomonitoramento vem sendo uma ferramenta para avaliacdo de impactos

ambientais. A aplicagdo dessa técnica tem por objetivo estimar o comportamento do
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poluente no ambiente, monitorando sua acg&o nos organismos vivos através de
bioindicadores (GADZALA-KOPCIUCH et al., 2004; ZHOU et al., 2008).

Os bioindicadores incluem espécies ou comunidades biolégicas cuja presenca,
abundancia e condigbes podem revelar as pressdes exercidas sobre o0 meio ambiente,
avaliando qualitativamente as respostas bidticas ao stress ambiental, monitorando o
ambiente através das alteragdes fisicas e quimicas, os processos ecolégicos e a
biodiversidade. Sua aplicabilidade é reconhecida devido a biota poder prever o impacto
cumulativo de varias pressoes e alteragdes de habitat ao longo do tempo (HOLT; MILLER,
2011).

Essa abordagem através do biomonitoramento com bioindicadores vem agregar
as avaliacbes ambientais e alertar o grau de vulnerabilidade dos ecossistemas, uma vez
que os métodos de monitoramento fisico-quimicos sem a associagcdo com as respostas
biolégicas ndo mostram de forma eficiente os efeitos de agentes estressores (HOLT,;
MILLER, 2011; ZHOU et al., 2008).

As andlises fisico-quimicas caracterizam as condicdbes no momento da
amostragem, entretanto ndo sao capazes de detectar perturbagdes sutis sobre o
ecossistema, enquanto os bioindicadores integram as flutuagdes ambientais, adicionam
um componente temporal correspondente a vida util ou tempo de um organismo em um
sistema particular, permitindo a integracdo de condigbes ambientais atuais, futuras ou
passadas. Além disso, possuem a capacidade de indicar os efeitos bidticos indiretos de
poluentes quando muitas medigdes fisicas ou quimicas ndo o fazem (GONCALVES et al.,
2012; HOLT; MILLER, 2011).

4.4 Anfibios como bioindicadores

Varios organismos aquaticos como as algas, macrofitas, zooplancton, insetos,
moluscos bivalves, gastropodes, peixes e anfibios, podem ser usados como indicadores
das mudancgas nos habitats (ZHOU et al., 2008). Entre os taxons mais utilizados, os
anfibios desenvolvem uma conexao peculiar no ecossistema fornecem uma estimativa
realista da probabilidade de ocorréncia de efeitos adversos em especial pela sua historia
de vida, associada ao processo de metamorfose (BABINI et al., 2016; PATAR et al. 2016).

Pesquisas demonstram que os girinos sdo capazes de fornecer informagdes

fundamentais da qualidade do ecossistema aquatico. A contaminacdo ambiental pode
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afetar os primeiros estagios do desenvolvimento larval, alterar o comportamento por vias
fisiologicas e neuroldgicas, acarretar problemas no desenvolvimento, bioacumulagéo, alta
prevaléncia de anormalidades morfolégicas, redugcao das taxas de sobrevivéncia,
diminuicdo de metamorfos e aumento da mortalidade (BABINI et al., 2016; BORGES et
al., 2019; BOUALIT, et al., 2022; HAYES et al., 2010; JING et al., 2017; SIEVERS et al.,
2018, SIEVERS et al., 2019).

Individuos adultos também sao vulneraveis, podendo apresentar altos indices de
dano genético, alteragcbes nucleares, malformagbes e supressdo das defesas
imunologicas. Além disso, a presenga de contaminantes pode influenciar negativamente a
riqueza e distribuicdo de espécies (CRUZ-ESQUIVEL et al., 2017; FANALI et al., 2018;
FICKEN; BYRNE, 2013).

Assim, o uso desses animais como bioindicadores e suas informacoes
fisiolégicas, sdo ferramentas importantes para o monitoramento ambiental, fornecendo
referéncias extemporaneas da presenca de poluentes no ecossistema (BABINI et al.,
2016; BENVINDO-SOUZA et al., 2020; BORGES et al., 2019; CRUZ-ESQUIVEL et al.,
2017; FANALI et al., 2018; GONCALVES et al., 2019).

4.5 Biomarcadores e o Teste do microntcleo

Os xenobidticos sao substancias quimicas alheias ao sistema bioldgico,
produzidos pela industria quimica ou pela natureza, que podem ser enquadrados em
diversas categorias, como por exemplo, pesticidas agricolas, inseticidas, plastificantes,
produtos de limpeza, solventes, farmacos, etc. (SILVA; FAY, 2004). Esses xenobidticos
em contato com o ecossistema, dependendo da sua concentragao, estabilidade, taxa de
migracao e bioacumulacdo podem exibir efeitos téxicos nos organismos vivos e induzir
mudangas no ambiente (GADZALA-KOPCIUCH et al., 2004; SILVA; FAY, 2004).

Considerando o efeito negativo nos organismos vivos, iniUmeras pesquisas veem
utilizando biomarcadores. Um biomarcador € qualquer mudanga na resposta bioldgica,
que sinalize a exposicao ou efeito de um xenobidtico através de alteragdo bioquimica,
celular, molecular ou variacées fisiolégicas nas células, fluidos, érgaos ou ainda tecidos
de um ser vivo (LAM; GRAY, 2003).

Dentre os diversos posicionamentos, € essencial esclarecer que um biomarcador

é diferente de um bioindicador. O biomarcador refere-se a qualquer resposta biolégica
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para substancias xenobioticas presente no ambiente, possivel de ser medida dentro do
organismo ou em seus produtos (pélos, urina, sangue, etc.). O bioindicador relaciona-se
ao organismo do qual se esta obtendo as informagdes das condigbes ambientais do seu
habitat (VAN GESTEL; VAN BRUMMELEN, 1996).

Entre as técnicas amplamente empregadas para biomarcadores de substéancias
genotoxicas no ambiente e deteccdo de mutagbes cromossOmicas evidenciam-se 0s
testes do cometa e micronucleo (MN). O ensaio do cometa, também conhecido como
Eletroforese em Microgel de Célula Unica, é uma técnica empregada para avaliar a
presenga de lesées no DNA, sendo que as células com material nuclear lesionado se
assemelham a um cometa devido sua morfologia, na qual o DNA perde sua integridade, e
migra por forca da eletroforese. A vantagem do teste da-se principalmente pela alta
sensibilidade para a detecgdo de danos no DNA. Em contraponto, o ensaio do
micronucleo consiste na analise de eritrécitos para identificar mutagénese cromossdmica
e tem se mostrado vantajoso, por ser consideravelmente mais acessivel e simples em
relagédo ao ensaio do cometa (BENVINDO-SOUZA et al., 2020; COLLINS, 2004; CRUZ-
ESQUIVEL et al., 2017).

Os micronucleos sao corpusculos extranucleares decorrentes da perda de
cromossomos inteiros ou apenas fragmentos de cromossomos que ndo migraram para o
nucleo principal apés a divisao mitética, estes fragmentos ndo sao incluidos nos nucleos
das células filhas originando assim a formacdo de um micronucleo (ALBERTINI et al.,
2000; FENECH, 2000; PANTALEAO et al., 2006).

Nesse sentido, o teste MN pode identificar mutagénese cromossémica, como
clastogénese e aneugénese. A primeira refere-se aos efeitos de substancias que
provoquem quebras cromossdmicas, com eventos de dano diretamente no cromossomo e
seus componentes, notadamente no DNA, enquanto a segunda afeta os componentes do
fuso ou da regido centromérica, com eventos que causam danos no mecanismo do fuso e
outros componentes envolvidos na separagdo dos cromossomos (ALBERTINI et al.,
2000).

Para a aplicacao desse ensaio, é importante observar que a formacao de MN, so6
pode ser analisada apds a ocorréncia da divisdo celular, sendo a frequéncia de MN

associada ao tempo que a célula leva para entrar em divisao, o tipo de tecido, a espécie
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bioindicadora e as condi¢gdes ambientais envolvidas (FENECH, 2000; UDROIU et al.,
2015).

Assim, a metodologia MN aplicada para anfibios &€ baseada na anadlise de
eritrocitos, de acordo com critérios especificos, no qual os micronucleos sdo formados e
estao visivelmente separados do nucleo principal da célula, com didametro correspondente
entre 1/16 e 1/3 do nucleo principal, possuindo bordas distinguiveis e com a mesma

refringéncia e cor do nucleo principal (BABINI et al., 2016).

4.6 Qualidade de aguas aplicadas a anfibios

As pesquisas que contribuem para o entendimento dos parametros de qualidade
da agua para anfibios ainda sédo bastante complexos, principalmente devido a dindmica
de vida desses animais e os niveis de exposi¢cdo. Contudo alguns estudos compararam
as respostas de anfibios expostos a diferentes intempéries fisico-quimicos, relatando as
possiveis concentragcdes em que estdo mais suscetiveis.

Home e Dunson (1995) relataram as interagdes entre pH, metais e condutividade
da agua em anfibios de duas diferentes espécies. As concentragcdes de metais foram
analogas a estudos de campo e demonstraram que o aluminio (Al) entre 0 a 400 ug/L,
aumenta significativamente a mortalidade embrionaria, o cobre (Cu) associado com pH
superiores a 5,50 também sao extremamente tdxicos para os girinos, e o tratamento com
todos os metais juntos (aluminio, cobre, ferro, zinco, calcio, potassio, manganés chumbo)
e condutividade (40 ps/cm) induziu significativamente maior mortalidade. Os resultados
desse estudo demonstraram que fatores abidticos podem interagir com efeitos bidticos,
como densidade e sugerir que fatores interespecificos podem ser influenciados pelo
ambiente abidtico de fundo da lagoa.

Em outros estudos, igualmente associaram os ions metalicos, como cadmio,
cobre e chumbo como potencialmente perigosos para os anfibios (FICKEN; BYRNE,
2013; GARCIA-MUNOZ et al., 2009; MOUCHET et al., 2006; PATAR et al., 2016;
RANATUNGE et al., 2012). Ainda, Blaustein et al. (2003) argumentou que os metais como
aluminio (Al), chumbo (Pb), zinco (Zn), cadmio (Cd), mercurio (Hg), prata (Ag), cobre (Cu),
arsénico (As), manganés (Mn), molibdénio (Mo) e antiménio (Sb) podem tem efeitos letais

e subletais nas espécies.
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O fator pH também esta relacionado ao equilibrio fisiolégico em anfibios,
conforme observado por Cummins (1989), a condicdo acida (pH 4) pode causar
mortalidade embrionaria, atraso na metamorfose e reducdo de tamanho em girinos.
Nesse mesmo ambito, Beattie e Tylerjones (1991) relatou que os ambientes acidos
podem alterar os niveis ibnicos e reduzir o crescimento e sobrevivéncia. O pH associado
a outras variaveis quimicas como concentracdo de oxigénio e condutividade elétrica, de
acordo com Hecnar e M'Closkey (1996), podem afetar a riqueza de espécies. Glos et al.
(2003) reiterou que o aumento da mortalidade embrionaria, a maior proporg¢ao de filhotes
deformados e aumento do tempo larval estdo associados a exposi¢cao a niveis baixos de
pH, entretanto embrides e larvas que sédo expostos naturalmente a baixo pH da lagoa
foram tolerantes ao pH, sendo o unico efeito negativo o alongamento do periodo larval.
Ainda ha registro que pH pode influenciar potencialmente a toxicidade de metais (HOME;
DUNSON, 1995).

Ja a exposicdo a agroquimicos pode induzir uma grande variedade de defeitos
morfoldgicos. Jofre e Karasov (1999) em pesquisa com trés espécies de anfibios anuros
estudaram o efeito direto da amoénia (NH), fertilizante comum na agricultura, e relataram a
diminuicdo da sobrevivéncia, o aumento de deformidades e problemas no crescimento e o
desenvolvimento de embrides e girinos expostos a NH superior a 0,6 mg /L (sapos
verdes) ou 1,5 mg /L (sapos leopardo) e superior a 0,9 mg/L (sapos americanos),
concluindo que no ecossistema, os anfibios podem estar potencialmente expostos a
niveis perigosos de NH principalmente quando hibernam no fundo ou estdo enterrados
em sedimentos.

Entre os inseticidas, Broomhall (2002) descreveu que a concentragao subletal (0,8
mg/L) de endossulfan com temperaturas extremas podem impactar a longo prazo o
condicionamento fisico e desenvolvimento de girinos. Sievers et al. (2018) relacionaram o
inseticida neonicotindide e o cobre a alteragbes comportamentais fisiolégicas e
neurolégias, além de produzir efeitos negativos na maneira como os girinos respondem a
sinais quimicos. O herbicida atrazina em concentragdes de 0,02 a 20 mg/L demonstraram
ter efeito toxico independente da dose com padrao de malformacgdes como edema facial e
encurtamento axial e cauda laterodorsal em girinos (ALLRAN; KARASOV, 2001). O
glifosato com exposi¢cées de concentragdo que variaram de 5 a 20 mg/L podem induzir

malformagdes em embrides e defeitos neurais (BONFANTI et al., 2018). O carbosulfano,
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também se mostrou responsavel pela natagdo anormal de girinos com concentragdes que
variam de 0,6 a 50 mg/L (SAMARAKOON; PATHIRATNE, 2017).

Papis et al. (2006) demonstraram que o fungicida triadimefon em concentragdes
variando de 1,96 a 250 uM, expdbe alteragbes branquiais, bucais e mudangas na
pigmentacao dos girinos. Igualmente, Lenkowski et al., (2010) relacionou a exposigéao a
atrazina e ao triadimefon (21,88 e 51,05 mg/L) a malformagéo intestinal e edemas em
girinos.

Consoante, destaca-se que a dispersdo de agroquimicos na natureza podem
resultar em misturas complexas com outros poluentes ja inclusos nos agroecossistemas,
com efeitos bioldgicos letais e subletais, resultando em atraso no desenvolvimento e
anormalidades morfolégicas (BOCCIONI et al., 2021; BOKONY et al., 2020; GOESSENS
et al., 2022).

Com base nessas premissas, as analises dos parametros de qualidade de agua
devem ser expandidas, uma vez que a grande maioria das pesquisas apresentam
abordagens direcionadas as analises de dados em laboratorio, utilizando ensaios
ecotoxicologicos com concentragbes ambientalmente relevantes para idealizar o melhor
ambiente aquatico para os anfibios e, apenas, uma pequena fragao representa os estudos
in situ (Tabela 1).

Ambos sao importantes para subsidiar as avaliacbes. Todavia, os estudos a
campo permitem o entendimento realista das interagdes de multiplos estressores devido
ao fluxo de contaminantes e a dindmica de exposicdo e consequentemente melhor
gerenciamento dos resultados (ASCOLI-MORRETE et al., 2022; CRANE et al., 2007).



Tabela 1. Estudos in situ relacionados a qualidade da agua e anfibios

ESTRESSORES

] ESTAGIO DE
IDENTIFICACAO VIDA

CONSEQUENCIAS

REFERENCIA

Agroquimicos

Acefato Adultos
Carbosulfan

Clorpirifés

Deltametrina

Diuron

Metribuzin

Pendmenthalina

Tefubenzuron

Triadimenol

Bioacumulagao
Danos genotoxicos

Ascoli-Morrete et al., 2022

Agroquimicos

Fipronil Girinos
2,4-D
fertilizante vinhaca

Mortalidade
Efeitos subletais

Freitas et al., 2022

Parametros
fisico-quimicos

Parédmetros biolégicos

Nitrogénio inorgéanico Adultos
dissolvido

Turbidez

Ambnia

Ortofosfato

Condutancia especifica

E. coli

Enterococos

Coliforme totais

Mortalidade

Smalling et al., 2021

Agroquimicos

Adultos

Danos genotoxicos

Sisman et al., 2021

Parametros
fisico-quimicos
Agroquimicos

pH Adultos
Oxigénio dissolvido

Condutividade

Sdlidos totais

Salinidade

Aumento na frequéncia de
anormalidades nucleares

Assis et al., 2021

Parametros
fisico-quimicos

Carbono orgéanico total Embrides
Fosforo total Girinos
ORP

Oxigénio dissolvido

Crescimento e desenvolvimento

Dyck et al., 2021
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Agroquimicos

pH

T°C

Turbidez

TDS
Condutividade
Imidacloprido
Clothiani din
Atrazina
Glifosato
Sulfato

Nitrato

27

Parametros
fisico-quimicos

Sélidos dissolvidos totais
Magnésio

Cloro

Sodio

Sulfato

Girinos

Diminuigdo na abundancia
Desiquilibio osmatico

Donald, 2021

Radiagao UVB/UVA
Agroquimicos

Parametros
fisico-quimicos

Acido diclorofenoxiacético
Atrazina

Clomazone

Clotianidina

Propoxur

Triclorfon

Ciproconazol
Picoxistrobina
Trifloxistrobina

pH
T°C

Girinos

Danos genotoxicos
Danos Genotdxicos

Incidéncia de radiacao solar

Rocha et al., 2020

Agroquimicos

Atrazina
Fosfato
Nitrato
Turbidez

Girinos

Anormalidades nucleares
eritrocitaria

Diminui¢éo da riqueza e abundancia

Borges et al., 2019
Calderon et al., 2019
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Coliformes Totais
Oxigénio dissolvido

Agroquimicos Girinos Danos genotoxico Gongalves et al., 2019
Xenobidticos Adultos Danos genotdxicos Pollo et al., 2019
Parémetros
fisico-quimicos Derivados de petréleo Adultos Danos genotodxicos Romanova et al., 2019
Metais Magénes

Cobre

Cromo

Ferro
Agroquimicos Pesticidas organoclorados Adultos Danos genotodxicos Cruz-Esquivel et al., 2017
Agroquimicos Girinos Danos genotoxicos Gongalves et al., 2017
Parametros
fisico-quimicos pH Embrides Risco potencial de acidificacao Serrano et al., 2016
Metais Chumbo Diminuigéo da populacao

Maganes

Zinco

Estroncio

Cobalto

Niquel
Parametros Fosfato Embrides Mortalidade Babini et al., 2016
fisico-quimicos Nitrato Girinos Anormalidades morfoldgicas totais

Flaor Aumento na frequéncia de

pH anormalidades nucleares

Condutividade

Salinidade

Sdlidos dissolvidos totais

Turbidez
Parametros Temperatura Girinos Danos genotdxicos Pollo et al., 2016
fisico-quimicos pH Adultos

Oxigénio dissolvido

Condutividade

Sélidos dissolvidos totais
Salinidade



Fluor
Sadio
Cloro
Metais Cobre Girinos Diminuigdo na abundancia Ficken et al., 2014
Niquel
Chumbo
Zinco
Cadmio
Parametros
fisico-quimicos Condutividade eletrica
Agroquimicos Ortofosfato
Anormalidades nucleares
Metais Niquel Adultos eritrocitarias Gongalves et al., 2012
Parametros Sulfato Embrides Sobrevivéncia embrionaria McKibbin et al,. 2008
fisico-quimicos pH Girinos
Oxigénio dissolvido
Condutividade
Cloreto
Metais Aluminio
Ferro
Cadmio
Cobre
Agroquimicos Ortofosfato Girinos Mortalidade Peltzer et al., 2008
Heptacloro Danos genotoxicos
Heptacloro epdxido Anormalidades nucleares
Sulfato de endosulfan
Endosulfan I
Parametros Nitrato
fisico-quimicos Oxigénio dissolvido
Turbidez
Agroquimicos Girinos Sobrevivéncia Loman; Lardner, 2006
Parametros Nitrato
fisico-quimicos Nitrito

pH

29
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Condutividade
Oxigénio dissolvido
Parametros
fisico-quimicos Adultos Danos genotodxicos Matson et al., 2005
Metais Cromo Poés-metamorfos  Desenvolvimento McDaniel et al., 2004
Cobre Sobrevivéncia
Cadmio
Niquel
Parametros Nitrogenio total
fisico-quimicos Aménia
Sdlidos dissolvidos totais
Turbidez

Xenobidticos

Agroquimicos

Bifenilos policlorados
Hidrocarbonetos aromaticos

Agroquimicos

Diclorodifenildicloroetileno  Adulto
Endosulfan

Clorpirifés

Diazinon

Clordano

Hexaclorocicloexano

Acumulacéo tecidual

Fellers et al., 2004

Parametros
fisico-quimicos

Detergentes Girinos
Cloreto Adultos
pH

Dureza

Fosfato

Silica

Turbidez

Diminuicdo da riqueza
e abundancia

Brodman et al., 2003

Fonte: Autoria prépria (2022).
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Caracterizagcao da area de estudo

O trabalho foi desenvolvido na regido da Unidade de Conservagao (UC)
Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas (RVS-CP), localizado em sua
maioria no municipio de Palmas, e uma parte menor no municipio de General

Carneiro, ambos no Estado do Parana (Figura 1).

Figura 1. Localizagao do Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas
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Fonte: Autoria propria (2022)

O RVS-CP foi criado em 03 de abril de 2006 por Decreto Presidencial s/n,
abarcando 16.582 hectares, com o intuito de proteger os ambientes naturais
necessarios a existéncia ou reproducado da flora e fauna residente ou migratéria,
especialmente os remanescentes de estepe gramineo-lenhosa (campos nativos) de
floresta ombrofila mista (mata com araucarias), as areas de campos umidos e
varzeas que abrangem ecossistemas tipicos das porcdes elevadas do Planalto de
Palmas (ICMBIO, 2016).

Entretanto, no tocante do Decreto legislativo, o0 RVS-CP por forga do artigo
3° ndo desapropriou as propriedades privadas que permaneceram dentro da UC, as

quais podem executar suas atividades agropecuarias, tais como pastoreio,
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exploracédo da erva mate e cultivo de graos em plantio direto, além da atividade de
silvicultura, desde que haja compatibilidade entre o uso e os objetivos da Unidade,
principalmente ao que concerne a adog¢ao de técnicas que minimizem o uso de
agroquimicos e disseminagao de espécies exoticas em areas com cobertura vegetal
nativa.

Assim, o RVS-CP incorpora cerca de 35 estabelecimentos particulares, de
grande e pequeno porte que influenciam na economia local através da atividade
agropecuaria, principalmente a pecuaria extensiva, plantio de gréos, silvicultura e
extracdo de erva-mate. As principais culturas comerciais sao temporarias, com
destaque para o milho, soja, feijdo e hortaligas, ja as lavouras permanentes
apresentam predominio da fruticultura (ICMBIO, 2016).

A cobertura vegetal existente no RVS-CP esta incluida no bioma Mata
Atlantica, com formacdes de campos associados com capdes de Floresta Ombrdfila
Mista com predominancia de Araucaria angustifélia (MAACK, 2002). A fisionomia
campestre € constituida por estepe stricto sensu, com vegetagao herbaceo-arbustiva
representando os campos limpos, estepe higréfila, em locais onde ha surgéncia de
agua e predominio de herbaceas, refugios vegetacionais rupestres, correspondendo
a vegetacdo diretamente associada aos afloramentos de arenito, formacdes
pioneiras de influéncia fluvial, de fisionomia herbaceo arbustiva, constituindo
basicamente os brejos e varzeas (ICMBIO, 2016; KLEIN, 1984). Entretanto, a
vertente dos ambientes antropizados permanecem presentes na fisionomia
campestre da UC, com predominio de arvores frutiferas e ornamentais
principalmente préximo as residéncias, campos circundados com gado ou ovelhas,
agricultura e fruticultura, com culturas de macga, aveia, milho, batata, soja, azevém e
trevo, e ainda a silvicultura, com plantios de Pinus e Eucalyptus (ICMBIO, 2016).

A area do RVS-CP inclui parte de trés importantes sub-bacias hidrograficas
do Rio Chopim, Rio Iratim e Rio Jangada, todos afluentes da margem esquerda do
Rio Iguagu. A sub-bacia do Rio Chopim, representa 81,4% dentro da Unidade de
Conservagao com 135 km?, a sub-bacia do Rio Iratim abrange uma area de 22,17
km?, o que constitui 13,4% do RVS-CP e a sub-bacia do Rio Jangada envolve uma
area de 8,65 km?, correspondente a 5,2% do total do RVS-CP (Figura 2) (ICMBIO,
2016).



33

Figura 2. Principais Sub-bacias no RVS-CP
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Fonte: STCP Engenharia de Projetos Ltda., 2012. ICMBIO Plano de Manejo Reflgio de Vida Silvestre
dos Campos de Palmas, 2016.

O clima predominante dos Campos de Palmas, que compde o RVS-CP é
temperado chuvoso e moderadamente quente, umido em todas as estagdes do ano,
com temperatura média anual de 16,3 °C, com média maxima de 26,4°C em janeiro
e média minima de 5°C a 6°C em julho, sendo considerada uma das regides mais
frias do Estado do Parana (ICMBIO, 2016; NITSCHE et al., 2019).

A formacgao geoldgica é composta essencialmente por basaltos, com pouca
diferenciacdo em sua composi¢ao, considerada geologicamente estavel, salvo a
eventual existéncia de depdsitos coluvionares em trechos dos sopés das elevacgdes
e zonas heterogéneas de disjuncéo horizontal e vertical (ICMBIO, 2016).

O contexto geomorfolégico, o relevo é caracterizado como suave-ondulado a
ondulado, sendo comum a presenca de estruturas tabulares que constituem morros
residuais (LIMA, 2014). Os tipos de solo predominantes sdo Neossolos Litélicos e
Cambissolos, entretanto verifica-se também a presenca de paleossolos humicos
enterrados e camadas de sedimentos coluviais, coluvio-aluviais e aluviais
(MINEROPAR, 2005; PAISANI et al., 2009; PAISANI et al., 2012).
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5.1.2 Locais amostrados

Os locais amostrados dentro da unidade de conservacdo RVS-CP
compreenderam duas areas de campo natural nativo (CN1 e CN2), duas areas de
silvicultura de Pinus (SIL1 e SIL2) e uma area de agricultura (AGRI1), além de uma
area de cultivo agricola no entorno do RVS-CP (AGRI2) (Figura 3).

Figura 3. Localizagao dos pontos de amostragem na regidao do RVS-CP
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Fonte: Autoria prépria (2022).

A area CN1 (26°32'41.21"S 51°39'46.85"W) & formada por campo hidrdfilo,
correspondendo a area alagada permanentemente com comunidades de macrofitas
aquaticas (Tabela 2). A vegetagcdo campestre natural é constituida por capao de
mata nativa em uma das laterais e estepe gramineo-lenhosa em outra (Figura 4-a).
O local amostrado sofre interferéncias relacionadas a pastoreio de ovelhas. CN2
(26°30'16.43"S 51°40'11.00"W) constitui-se por campo hidréfilo, com area
permanentemente alagada e comunidades de macréfitas aquaticas. A estrutura
vegetacional é formada por campo natural campestre e ocorréncia de gramineas
exoticas principalmente capim-annoni (Eragrostis plana), sendo a comunidade
vegetal mais rala, devido ao uso intensivo de pastoreio de ovelhas. Além disso, o

local sofre influéncia da proximidade com residéncias e estrada rural (Figura 4-b).
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No local amostrado SIL1 (26°31'43.15"S 51°40'29.48"W) a vegetacao dessa
formacao corresponde a floresta de Pinus constituido pela presenca de pogas
permanentemente alagadas e gramineas. O local sofre intervengao esporadica de
veiculos por tratar-se de estrada utilizadas para o transporte de Pinus (Figura 4-c).
SIL2 (26°32'24.79"S 51°40'11.20"W) encontra-se no estrato inferior da floresta de
Pinus, com area temporariamente alagada e presencga de vegetagcdo composta por
gramineas (Figura 4-d).

No sitio de estudo AGRI1 (26°33'45.96"S 51°39'28.83"W) caracteriza-se por
predominio de culturas de feijdo e soja, com fragmentos de vegetagdo de gramineas
cespitosas, principalmente Rhynchospora marisculus (Cyperaceae) comuns na
paisagem campestre da regido e area permanentemente alagada (Figura 4-e).
AGRI2 (26°30'54.60"S 51°41'14.24"W) encontra-se fora RVS-CP, situando-se na
regido de divisa entre a Unidade de Conservagdo. Entremeando o plantio agricola

de feijao e soja encontra-se o campo umido com dominio de Rhynchospora

marisculus (Cyperaceae) (Figura 4-f).

Tabela 2. Descrigao e localizagdo dos pontos de coleta

Pontos Vegetacao Corpo d'agua Interferéncia Coordenadas
de geograficas
Coleta
CN1 Capéo de mata Area alagada Pastoreio 26°32'41.21"S
nativa e estepe permanentemente com 51°39'46.85"W
gramineo-lenhosa comunidades de macrofitas
aquaticas
CN2 Vegetagao Area alagada Pastoreio, 26°30'16.43"S
campestre e permanentemente com residénciase  51°40'11.00"W
vegetagéo exdtica comunidades de macrofitas estrada rural
aquaticas
SIL1 Floresta de Pinus Pocas permanentemente Plantio de 26°31'43.15"S
alagadas e gramineas Pinus e viade  51°40'29.48"W
transporte
SIL2 Estrato inferior Area temporariamente Plantio de 26°32'24.79"S
floresta de Pinus alagada e presenca de Pinus 51°40'11.20"W
vegetagcdo composta por
gramineas
AGRI1 Predominio de Areas temporariamente Plantio 26°33'45.96"S
culturas de feijao e alagadas com macrofitas agricola de 51°39'28.83"W
soja com aquaticas feijao e soja
vegetacgao
campestre
AGRI2 Predominio de Areas temporariamente Plantio 26°30'54.60"S
culturas de feijao e alagadas com macrofitas agricola de 51°41'14.24"W
soja com aquaticas feijao e soja
vegetagao
campestre

Fonte: Autoria prépria (2022)
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Figura 4. Locais amostrados na regiao da Unidade de Conservagao RVS-CP.

e

\ \

A: CN1, B: CN2, C: SIL1, D: SIL 2, E: AGRI 1, F: AGRI 2.
Fonte: Autoria prépria (2022).

5.2 Animais ensaio

As espécies selecionadas para o estudo foram Physalaemus cuvieri
(Fitzinger, 1826) (Figura 5-a) Dendropsophus minutus (Peters, 1872) e
Leptodactylus luctator (Hudson, 1892), por tratar-se de espécies abundantes nos

banhados e corpos de aguas temporarios na regiao da Unidade de Conservagao
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RVS-CP.

Figura 5. Espécie Physalaemus cuvieri amostrada (a) e ninho de espuma em pegada de gado

(b).

Fonte: Autoria prépria (2022)

Figura 7. Espécie Leptodactylus luctator amostrada (a) e registro de L. luctator em area aberta

(b).

Fonte: Autoria prépria (2022)
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5.2.1 Physalaemus cuvieri (Fitzinger, 1826)

Esse anuro pode ser encontrado em uma ampla variedade de habitats de
area aberta, utilizando preferencialmente pogas provenientes de pegadas do gado
(Figura 5-b). A aproximacéao de corpos de aguas somente ocorre para a reprodugao,
apo6s esse intervalo podem ser encontrados longe de cursos d’agua mesmo em
periodos de secas. Sua atividade reprodutiva inicia-se no final de setembro e
estende-se até margo (BASTOS et al., 2003; BARRETO et al., 2016; FROST, 2022;
KWET et al., 2010).

Os exemplares da espécie possuem coloragdo dorsal variavel, usualmente
tonalidades fracas de castanho ou cinza com manchas e linhas escuras. As
glandulas cutaneas apresentam uma grande mancha circular escura, com centro
claro entre os ombros. Lateralmente possuem uma larga faixa escura, sendo o
ventre branco, manchado de escuro no peito e garganta (Figura 5-a). Possuem
pouco dimorfismo sexual em relagdo ao comprimento CRC (comprimento rosto
cloacal) sendo que em geral as fémeas com tamanho entre 28 a 32 mm, e os
machos 24 a 31 mm. O principal caractere dimérfico da espécie é a garganta negra
dos machos frequentemente com uma linha mediana branca (KWET et al., 2010).

Physalaemus cuvieri possui atividade predominantemente noturna, durante o
periodo reprodutivo a espécie é estimulada por fatores ambientais, principalmente
pela temperatura e precipitagdo. Seu coaxar tipico lembra o latido de um cao, com
notas ligeiramente repetitivas (KWET et al., 2010).

O comportamento reprodutivo da espécie é caracterizado pela atividade de
vocalizagdo dos machos flutuando na agua e movimentagdo de fémeas para a
selecao do macho. Apds a escolha do macho ocorre 0 amplexo e a postura dos ovos
em ninhos de espuma de 5 a 6 centimetros de didmetro (Figura 5-b), presos as
gramineas da margem da agua. A desova pode conter de 400 a 700 ovocitos
brancos (KWET et al., 2010).

5.2.2 Dendropsophus minutus (Peters, 1872)

A espécie Dendropsophus minutus (Figura 6-a) é popularmente conhecida
como pererequinha-do-brejo, caracteriza-se como uma espécie pequena com 21 a

25 mm (machos) e 23 a 28 mm (fémeas) de comprimento rostro-cloacal (CRC),
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possui coloragdo castanho-alaranjado, castanho ou bege, com duas listras
longitudinais paralelas e escuras. Geralmente possuem o ventre esbranquigado com
saco vocal amarelo nos machos e nas fémeas essa regiao € esbranquigada
(RIBEIRO et al, 2005; KWET et al., 2010).

A espécie € amplamente distribuida na América do Sul, durante a estagao
reprodutiva € comum em areas abertas vocalizando sobre gramineas ou arbustos
préximos aos corpos d’agua (Figura 6-b). O amplexo é axilar e os ovos sao
depositados em pequenos grupos presos a vegetacdo em média com 150 a 350
ovocitos (FROST, 2022; KWET et al., 2010; POMBAL & HADDAD, 2005).

5.2.3 Leptodactylus luctator (Hudson, 1892)

Anuro de grande porte (Figura 7-a), os machos adultos sdo maiores que as
fémeas com tamanho variado entre 72,7 a 121,6 mm e fémeas entre 73,9 a 115,8
mm CRC. Possuem oito pregas dorsolaterais proeminentes e manchas oceladas ao
longo da regiao dorsal, sendo a coloragao do dorso, flancos e membros em geral em
tons de marrom claro com manchas marrom-escuras e superficie posterior da coxa
amarela com manchas marrons maculadas no fundo. Membrana timpéanica cinzenta
e garganta pigmentada em cinza claro. Os machos de L. luctator sdo robustos com
membros anteriores fortemente desenvolvidos e um par de espinhos negros no
polegar (MAGALHAES et al., 2020).

Entre o complexo grupo pertencente a Leptodactylus latrans, L. luctator
possui uma ampla distribuigdo com registros no Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai
e Bolivia. Habitam areas abertas (Figura 7-b) e frequentemente sdo encontrados
dentro da agua, em acgudes, pequenas lagoas ou areas inundadas. As desovas sao
depositadas em ninhos de espumas na superficie da agua e as fémeas apresentam
cuidado parental aos ovos por varias semanas (KWET et al., 2010; MAGALHAES et
al., 2020).

5.2.4 Coleta dos exemplares da espécie

A procura dos exemplares foi realizada durante o periodo de novembro de
2019 a fevereiro de 2021, por método de levantamento em sitio de reprodugao

durante o periodo noturno de vocalizagdo das espécies. Para complementar o
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levantamento realizou-se busca ativa das espécies em corpos de aguas
temporarios, pogas provenientes de pegadas do gado, arbustos no entorno das
areas ja definidas previamente. Para cada ambiente amostrado (CN1, CN2, SIL1,
SIL2, AGRI1 e AGRI2) foram coletados entre 2 a 25 individuos.

Os exemplares visualizados foram coletados manualmente com o auxilio de
lanterna, de acordo com o método de animal focal e transportados em sacos
plasticos umedecidos contendo vegetagao local para evitar ressecamento.

O estudo proposto possui licenga n° 74269-1, emitida pelo Instituto Chico
Mendes de Conservagédo da Biodiversidade (ICMBio) e Sistema de Autorizagéo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) e autorizacdo do comité de ética da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, campus de Francisco Beltrao
(UTFPR/FB), parecer sob o n° 2018-42/2019 - CEUA.

5.3 Teste do micronucleo

O ensaio do micronucleo foi realizado conforme metodologia descrita por
Gauthier et al. (2004) e Gongalves et al. (2019), com algumas modificagbes. Os
anuros adultos foram anestesiados por aproximadamente 2 minutos em solucao de
benzocaina a 5%. Apés a verificacdo do processo de sedagao colocados em outro
recipiente com a mesma solugdo anestésica para o aprofundamento da sedacao
por, no minimo, mais 30 minutos até a morte. Posteriormente a confirmagéo da
morte, foram coletadas amostras de sangue por puncao direta do coragcédo ou pelo
rompimento do figado.

Os animais foram entado fixados em formol 10%, conservados em alcool 70%
e depositados na colecdo zooldogica da Universidade Tecnologica Federal do
Parana, campus de Francisco Beltrdo (UTFPR/FB) (CFMV, RESOLUCAO N° 1000/
2012).

Do sangue foram produzidas pelo menos cinco laminas por esfregago. As
laminas foram fixadas em metanol por 1 hora e secas a temperatura ambiente. Em
seguida a esta secagem, a fixagao foi feita com imersao das laminas em alcool 96%
(etanol) por 30 minutos, secas a temperatura ambiente por 12 horas, e coradas com

Giemsa 20% diluido em tampao fosfato, com pH 6,8, por 20 minutos ao abrigo da
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luz. Apés a secagem, as laminas foram acondicionadas e guardadas em caixas
proprias, para serem analisadas subsequentemente.

A frequéncia de micronucleos e outras alteragdes nucleares (células
segmentadas, células binucleadas, células com broto e células reniforme) foram
determinadas em 2000 eritrécitos para cada individuo usando o microscopio optico
de luz, com aumento da objetiva de imersdo (100 X). Apds, calculado o numero
meédio de micronucleos, o percentual de micronucleos, o numero médio de
alteragbes nucleares e o percentual de alteragbes nucleares para cada animal
coletado.

A anadlise estatistica foi realizada pelo teste de normalidade e variancia
ANOVA, seguido do teste de comparacdao de médias de Kruskal-Wallis (a=0,05),

utilizando o Programa Action Stat.

5.4 Coleta e caracterizagao da agua e sedimentos
5.4.1 Coleta da agua e sedimentos

As amostras de agua e sedimento foram coletadas em todos os ambientes
amostrados (CN1, CN2, SIL1, SIL2, AGRI1 e AGRI2) nos quais ocorreu a captura
das espécies, seguindo as orientagdes descritas pelas NBR 9.897 e 9.898 (ABNT,
1987), que tratam do planejamento de amostragem bem como das técnicas de
preservagao e amostragem, respectivamente, abrangendo as amostras de agua e

sedimentos.

5.4.2 Caracterizagao da agua

Os parametros da agua, a saber: temperatura em Celsius (°C), potencial
hidrogeniénico (pH), potencial de oxidagdo-redu¢cdo em mili-Volts (ORP),
condutividade elétrica em mili-Siemens por centimetro (mS/cm), turbidez em
unidades nefelométricas de turbidez (NTU); porcentagem de oxigénio dissolvido
(%0OD), oxigénio dissolvido em miligramas por litro (mg/L), sélidos dissolvidos totais
(TDS); foram determinados em campo com uma sonda multiparamétrica, marca
HORIBA, modelo U-50.
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Ja os parametros Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), segundo a norma
SMWW 23a, edicdo 2017, método 5210B e Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO), com base no SMWW 23a, edicdo 2017, método 5220D, foram determinados

no Laboratério de Aguas LGQ em Francisco Beltrao.

5.4.3 Caracterizacao do sedimento

As amostras de sedimento, acondicionadas em embalagens esterilizadas e
preservadas em temperatura menor que 0 °C, foram remetidas ao Laboratério de
Analises de Residuos de Pesticidas (LARP) na Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), para a analise dos agroquimicos presentes pela técnica de Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas em Série (LC-MS/MS), segundo
métodos validados no LARP-UFSM (Método multirresiduo contemplando cerca de

200 agroquimicos).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Parametros fisico-quimicos

Os locais amostrados CN1, CN2, SIL1, SIL2 e a area agricola AGR2 (Tabela
3) apresentaram durante o estudo diferentes niveis pluviais, sendo na maior parte
apenas uma lamina de agua em virtude da estiagem que assolou a regidao com
temporadas sem vestigios de agua. Dados do sistema de informagdes hidroldgicas
revelam a diferenga de precipitacdo anual de 528,7 mm entre o ano de 2019 (1755,0
mm) para 2020 (1226,3 mm), resultando na captura de exemplares abaixo do
esperado para a estacdo reprodutiva das espécies (AGUASPARANA, 2021). As
caracteristicas fisico-quimicas como condutividade (Sl), pH, temperatura (T°C),
potencial de oxidag&do-redugdo (ORP), turbidez (NTU), oxigénio dissolvido (OD),
sélidos dissolvidos totais (TDS), Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) para cada sitio amostrado estéo listados na
Tabela 3.

Tabela 3. Parametros fisico-quimicos da agua obtidos entre novembro/2019 a fevereiro/2021

T°C pH ORP S NTU OD %OD TDS DBO DQO
Ponto Datada N° de

de coleta individuos

Coleta

CN1 02/11/19 8 256 94 -104 0,024 59,7 8,68 107,9 0,015 11,3 19,83
25/01/20 1 22,75 5,46 66 0,017 0 2,73 325 0,011 8,55 1938
24/02/21 2 20,43 4,56 125 0,006 0 3,68 41,9 0,008 5,24 10,91

CN2 02/11/19 11 21,67 6,01 111 0,019 644 6,38 74,4 0,013 36,38 67,37
11/01/21 5 27,36 6,3 97 0,035 40,2 7,05 90 0,023 15,06 27,88
24/02/21 9 20,95 5,14 77 0,039 0 246 28,3 0,025 7,31 16,25

SIL1 02/11/19 6 22,16 6,34 201 0,022 459 6,83 80,2 0,014 24,97 45,41
24/02/21 1 22,98 6,83 110 0,017 158 4,55 54,2 0,011 16,8 34,29

SIL2 24/02/21 2 19,54 5,5 142 0,015 414 6,44 72,3 0,01 11,93 22,09

AGRI1  24/02/21 4 22,11 4,34 249 0,017 131 4,44 52,1 0,011 13,01 28,28

AGRI2 20/02/20 1 25,36 5,78 -42 0,069 0.0 1,01 125 0,045 285 4,2
24/02/21 16 23,28 8,56 18 0,062 352 11,13 133,3 0,04 17,72 38,52

Temperatura em Celsius (T °C), Potencial hidrogenidénico (pH), Potencial de oxidagado-reducao
em mili-Volts (ORP mV), condutividade elétrica em mili-Siemens por centimetro (mS/cm),
turbidez em unidades nefelométricas de turbidez (NTU); oxigénio dissolvido em miligramas por
litro (mg/L), porcentagem de oxigénio dissolvido (%OD), sélidos dissolvidos totais (TDS), em
gramas por litro (g/L)

Fonte: Autoria prépria (2022)
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Os valores encontrados para o parametro potencial hidrogeniénico nos
ambientes CN1 (02/11/2019) e AGRI2 (24/02/2021) apresentaram-se mais basicos,
demonstrando reacdes de ions de carbonato e bicarbonatos com a agua, que
elevam os valores de pH para a faixa alcalina, pois aumentam a concentragcéo
hidroxiniénica, principalmente pela presenca de metais alcalinos e alcalino-terrosos
(APHA/JAWWA/WEF, 2018). Em contraponto CN1 (25/01/2020 e 24/02/2021), CN2,
SIL2, AGRI1 (24/02/2021) e AGRI2 (20/02/2020) indicaram pH acido, sugerindo
maior quantidade de matéria organica disponivel (ESTEVES, 1998).

Os estudos com anfibios sugerem que o fator pH, entre 6 e 9, € compativel
para a sobrevivéncia das espécies, sendo a bandagem de 6 a 7 ideal para o
desenvolvimento biolégico (GAUTHIER et al, 2004; FICKEN, BYRNE, 2013;
SHAIKH et al., 2016, PELUSSO et al.,2019; PELUSSO et al.,2020). Nesse aspecto,
valores proximos a neutralidade foram observados apenas em CN2 (02/11/2019 e
11/01/2021) e SIL1 (02/11/2019 e 24/02/2021).

Os valores para oxigénio dissolvido (OD) apresentaram algumas oscilagoes
entre as datas de coleta, porém mantiveram-se acima do relatado como critico por
outros autores, com excegado do sitio AGRI2 (20/02/2020) que apresentou nivel
extremamente baixo (1,01 mg/L). Os registros na literatura denotam que a faixa de
oxigénio dissolvido para anfibios pode transmudar entre espécies e os tragos de
historia de vida, contudo niveis abaixo de <2 mg/L, sdo considerados criticos e
prejudiciais para o desenvolvimento e sobrevivéncia (BABINI et al., 2018; BERNAL
et al., 2011; CALDERON et al., 2019; PELUSO et al., 2019; MANN; BIDWELL, 2001;
SCHMUTZER et al., 2008).

Avaliando esse parametro, os valores mais baixos, porém nao considerados
criticos, podem estar associados a caracteristica vertical dos corpos de agua
estudados, que se apresentaram mais rasos, devido ao periodo de estiagem,
diminuindo consideravelmente a propor¢do de agua. Segundo Carpenter et al.
(2011) o aumento da temperatura faz com que ocorra a queda da concentragdo de
oxigénio que pode ser dissolvido em aguas superficiais e consequentemente diminui
a disponibilidade de oxigénio para a respiragao por organismos e processamento de

matéria organica e poluentes, além de interferir na disponibilidade de habitat para



45

organismos aquaticos. Por outro lado, o valor critico registrado para AGRI2 pode
estar correlacionado a altas concentragdes de elementos como fésforo e nitrogénio
comumente associado ao escoamento agricola e a presenga de macrdfitas
aquaticas emersas (Typha, gramineas, entre outras), que produzem grande
quantidade de biomassa, especialmente no periodo de seca (BABINI et al., 2018;
ESTEVES, 1998; PELUSO et al., 2019).

O parametro temperatura da agua foi associado aos dias de coleta e
horarios, mantendo-se entre 27,36°C e 19,54°C, sem distingdo entre as areas de
fisionomia campestre, agricola ou em areas de silvicultura que possuem floresta de
Pinus. Estudos relatam o aumento da temperatura vinculado a auséncia de
cobertura vegetal e a areas agricolas, no entanto ndo foi registrada essa
interferéncia (ASSIS et al., 2021; DYCK et al., 2021; KARRAKER et al., 2008; NIMET
et al., 2020; PINON-FLORES et al., 2021).

Os valores registrados para turbidez foram superiores em CN2 (644 NTU em
02/11/2019), SIL1 (459 NTU em 02/11/2019) e SIL2 (414 NTU em 24/02/2021). Os
potenciais efeitos relacionados a turbidez ndo sao claramente distintos,
essencialmente porque os anfibios habitam ambientes lénticos frequentemente
turvos, apesar disso, estudos vém operando esse parametro como um indicador de
degradagdo do habitat, vez que o aumento da sedimentagdo esta relacionado
diretamente com a atividade antropica, como por exemplo, pastagem e agricultura,
resultando em danos aos habitats naturais (CALDERON et al., 2019; VEGA et al.,
2013; SCHMUTZER et al., 2008; SMALLING et al., 2021).

Destarte, registra-se que o CN1 e CN2 apresentam interferéncias
relacionadas a pastoreio de ovelha, com intensa movimentagdo desses animais no
local, justificando a turbidez elevada. Schmutzer et al. (2008) em estudo dos
impactos do gado em girinos, relataram que o acesso do rebanho as lagoas
aumentou a turbidez da agua em até 3,5 vezes mais do que em areas sem acesso,
pela movimentacdo e adicdo de matéria organica durante a defecacado. Ja SIL1,
encontra-se em via de transporte de Pinus, estando igualmente sujeita a
movimentagado do sedimento. Somado a esses fatores, deve-se considerar que CN1,
CN2 e AGRI1 sao ambientes lénticos, com quantidades de nutrientes dissolvidos e

de matéria orgéanica e inorganica.
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Os valores de sélidos dissolvidos totais (TDS) ndo apresentaram altos niveis
e estdo dentro dos valores aceitaveis para anfibios com base em estudos que
registraram entre 1,818 g/L e 0,414 g/L (BABINI et al, 2016; DONALD, 2021;
SHAIKH et al., 2016).

O potencial de oxirredugdo (ORP) mede a capacidade de oxidagdo ou
reducao de uma substancia, com transferéncia de elétrons (BROWN et al., 2005).
Nos corpos d'agua amostrados, a condutividade do potencial de oxidagao-redugao
(ORP), apresentou flutuagdes de valores nos mesmos pontos de coleta em periodos
diferentes, com resultados negativos em CN1 (-104 mV em 02/11/2019) e AGRIZ2 (-
42 mV em 20/02/2020), representando condigdes redutoras, que promovem
processos anaerobios, tais como a reducdo de sulfato, acetogénese e
metanogénese. Em contra partida, valores elevados de potencial redox (ORP +100 a
+249 mV) foram dominantes na maior parte das coletas, e estdo associados a um
ambiente oxidante que promove processos aerébios (FAULWETTER et al., 2009;
MINA et al., 2018; VON SPERLING, 2005). Segundo Avila et al. (2013), o potencial
redox mais elevado pode favorecer a eliminagao de poluentes convencionais e de
microcontaminantes emergentes.

Os resultados obtidos para o parametro condutividade foram considerados
baixos, estando em concordéncia com os indicativos de outras pesquisas. De
diversas referéncias, ressalta-se que altas concentragdes de ions (3000 uScm-1)
podem afetar o comportamento, crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia dos
anfibios, sobretudo quando associado a turbidez, sdlidos dissolvidos, metais ou
elevada carga de nutrientes pois amentam a condutividade elétrica. Contudo, essa a
associagao nao foi observada no estudo, sendo o menor valor para condutividade
0,006 mS/cm e o maior 0,069 mS/cm (CARDOSO et al., 2018; CHAMBERS 2011;
DONALD, 2021; HOME; DUNSON, 1995; JONES et al., 2015; KARRAKER et al;
2008; LANDI et al., 2012; PINON-FLORES, 2021; SMITH et al., 2007).

Os valores de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica
de oxigénio (DQO) oscilaram entre as datas de coletas, sendo niveis mais altos
observados em SIL1 (02/11/2019 e 24/02/2021), CN2 (02/11/2019), AGR2
(24/02/2021). Os resultados para DQO e DBO apresentaram uma relagao inversa,

com indices mais baixos de DBO, pois tal parametro mede apenas a fragao
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biodegradavel. Houve relagdo entre DBO, DQO e turbidez nos sitios CN2 e SIL1
(02/11/2019), com concentragdes mais elevadas desses parametros, sinalizando
sua relacdo com a matéria organica disponivel, menor transparéncia e cor da agua
(PELUSO et al., 2020a; VEGA, et al., 2013; MULHOLLAND et al., 2008).

Dos pontos de coleta estudados, a ocorréncia de agroquimicos foi registrada
exclusivamente em AGR1, com identificacdo de 8 diferentes principios ativos na
amostra do sedimento, entre eles um herbicida (Atrazina), cinco fungicidas
(Azoxistrobina, Carbendazim, Epoxiconazol, Flutotanil, Piraclostrobina) e dois
inseticidas (Clorpirifés-etilico, Imidacloprido) (Tabela 4).

Tabela 4. Residuos de agroquimicos (mg Kg'1) identificados nos sedimentos.

Compostos CN1 CN2 SiL1 SiL2 AGRI1 AGRI2
Atrazina n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d.
Azoxistrobina n.d. n.d. n.d. n.d. 0,027 n.d.
Carbendazim n.d. n.d. n.d. n.d. 0,023 n.d.
Clorpirifés-etilico n.d. n.d. n.d. n.d. 0,011 n.d.
Epoxiconazol n.d. n.d. n.d. n.d. 0,023 n.d.
Flutotanil n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ n.d.
Imidacloprido n.d. n.d. n.d. n.d. 0,053 n.d.
Piraclostrobina n.d. n.d. n.d. n.d. 0,011 n.d.

n.d. — ndo detectado, < LOQ: composto presente na amostra em nivel de concentragido que nao
pode ser quantificado pelo método.
Fonte: Autoria propria (2022)

O inseticida Imidacloprido apresentou maior valor registrado (0,053 mg Kg™
), os demais agroquimicos apontaram concentra¢gdes mais baixas (Azoxistrobina,
Carbendazim, Clorpirifés-etilico, Epoxiconazol, Piraclostrobina) ou ndo quantificadas
(Atrazina, Flutotanil).

O imidacloprido (CgH10CINsO,) € um inseticida sistémico, que afeta o
sistema nervoso central, derivado da nicotina pertencente a um grupo de pesticidas
conhecidos como neonicotindides, (ARCAUTE et al., 2014; MILES et al., 2017,
PEREZ-IGLESIAS et al., 2014). A concentragéo encontrada foi extremamente ténue,
contudo, recentes pesquisas tém levantado a superveniente ocorréncia de
toxicidade em organismos nao-alvo (BRADFORD et al., 2018; SCHWARZ et al.,

2018). De fato, os registros apontam danos subletais em anfibios, com efeitos
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genotoéxicos, bioacumulagdo no tecido neural dos anfibios causando alteragdo no
comportamento de forrageamento, alteragdes morfolégicas com perda de massa
corporal, percepgao e a fungédo cognitiva em girinos (CAMPBELL et al., 2022; FENG
et al., 2004; LEE-JENKINS; ROBINSON, 2018; SAMOJEDEN et al., 2022;
SWEENEY et al., 2021).

Nada obstante, devemos considerar que apesar da baixa concentragao de
agroquimicos presentes no substrato AGRI1 e totalmente ausente em AGRI2, os
mesmos estao dispersos no ecossistema agricola, seja por meio residual em pragas
que fazem parte da cadeia alimentar dos anfibios, vegetais ou ambientes aquaticos
(ADAMS; BRUHL, 2020; FERNANDEZ-ALBA et al., 1996; FRENICH et al., 2000; KO
et al., 2014; TEGENAWA et al., 2019; ZHANG, 2020). Por essa razdo, mesmo sem a
existéncia de valores considerados preocupantes, em uma perspectiva abstrata,
revela-se prudente considerar a exposi¢ao residual e a unificagdo com outros
contaminantes biodisponiveis que podem sinergizar ou antagonizar a toxicidade
(BLAUSTEIN et al., 2011; BOCCIONI et al., 2021; BOUALIT et al., 2022; PEREZ-
IGLESIAS et al., 2014).

Consoante, as areas amostradas encontram-se préximas, com distancia
maxima de 6,5 km, considerando-se o primeiro ponto, AGRI1, ao ultimo sitio, CN2.
Face a essa distribuigcdo geografica dos locais de estudo, cabe ponderar a dispersao
dos agroquimicos por transporte atmosférico com efeito deriva em areas nao
cultivadas. Tal possibilidade é justificavel pelas condigbes climaticas da regido, a
saber, temperaturas mais amenas (meédia anual de 16,3 °C) e fortes ventos que
favorecem inclusive a produtividade energética por meio das usinas edlicas presente
no territério de Palmas.

Os residuos dos agroquimicos nao ficam restritos ao local de aplicagao, seu
deslocamento em areas circundantes ocorre por movimento no ar, evaporacao de
goticulas e volatilizagdo durante a aplicagdo (DENEER, 2000; EPPLE et al., 2002;
FOCUS, 2008). De acordo com Bish et al. (2020), a velocidade do vento resulta em
condicbes favoraveis para dispersao e diluicdo de goticulas ou finos suspensos no
ar no momento da aplicagdo e o desenvolvimento da massa de ar frio esta

relacionado a dispersdo de agroquimicos a varios quildmetros de distancia do alvo
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original, pois as goticulas suspensas viajam na massa de ar estavel como parte de
um sistema de drenagem de ar frio.

Nesse sentido, Cech et al. (2023) registraram residuos de fungicidas e
herbicidas em terras nao agricolas pela técnica de cromatografia gasosa e
espectrometria de massa em gramineas. Zhang et al. (2018), em pesquisa utilizando
uma estrutura de modelagem para abordar a contribuicdo da deriva de pulverizagéo
para as cargas totais de pesticidas em corpos d'agua receptores, relataram que o
escoamento superficial foi o principal caminho responsavel por 76% da carga anual
no riacho Orestimba, entretanto a deriva de pulverizagdo contribuiu
supreendentemente em 24%. Bueno e Cunha (2020) investigaram os indices de
riscos ambientais para exposi¢cdo a deriva de aplicagdes terrestres de fungicidas,
herbicidas e inseticidas que sdo utilizados na cultura da soja e denotaram que os
organismos aquaticos foram os mais sensiveis a contaminacéo a deriva.

Varias linhas evidenciam também, que mesmo em locais remotos e
montanhosos os contaminantes se deslocam das areas agricolas adjacentes. Fellers
et al. (2004) em analise sobre as concentragdes de residuos de pesticidas em ras de
dois locais de montanhas, confirmaram a contaminagdo por agroquimicos e
afirmaram que as caracteristicas do lago e o posicionamento contribuiram para a
passagem dos ventos oriundos de areas agricolas. Davidson e Kanapp (2007)
alertaram que o declinio dos anfibios tem causas multifatoriais, nada obstante o
declive de espécies em locais montanhosos e afastados das agdes antropicas pode
estar fortemente atribuido ao transporte atmosférico de agroquimicos.

Assim, argumenta-se que nos locais amostrados, pode haver uma interagao
subjetiva entre as condigdes climaticas da regido e a dispersao de agroquimicos em
outros locais da unidade de conservacao RVS-CP. O comportamento ambiental dos
agroquimicos sdo de extrema relevancia para gerenciamentos dos riscos, a sua
auséncia no sedimento, ndo excluiu a sua distribuicdo na agua, fauna e flora.
Pondera-se considerar a sua solubilidade, dissipagdo, meia-vida de degradacéao e
metabolito gerados. (BISH et al., 2020; EMBRAPA, 2004; EPPLE et al., 2002;
FELLERS et al., 2004).
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6.2 Micronucleos e alteragées nucleares

Foram coletados 66 espécimes e avaliadas 132.000 células nas lagoas de
agricultura (AGRI1 e AGRI2), silvicultura (SIL1 e SIL2) e campo nativo (CN1 e CN2),
56.000 eritrécitos de

Dendropsophus minutus e 4.000 eritrécitos de Leptodactylus luctator (Tabela 5 e 6).

sendo: 72.000 eritrécitos de Physalaemus cuvieri,

Tabela 5. Células totais analisadas observadas em 2000 eritrécitos para cada individuo
estudado e alteragdes eritrocitarias nucleares encontradas.

Total de
. Numero de células
ESPECIE Individuos analisadas MN SEG BR RN BN
P. cuvieri 36 72.000 13 4 23 45 8
D. minutus 28 56.000 8 5 13 33 5
L. luctator 2 4.000 0 0 0 2 0
TOTAL 66 132.000 21 9 36 80 13

MN = Micronucleo, SEG = Nucleo Segmentado; BR = Célula com broto; RN = Nucleo em forma
de Rim; BN = Célula Binucleada.
Fonte: Autoria prépria (2022)

Tabela 6. Locais amostrados, relagcido das espécies estudadas por ponto de coleta, nimero de
células analisadas observadas em 2000 eritrocitos para cada individuo e alteragoes
eritrocitarias nucleares encontradas.

Local

Coordenadas

Numero de

g Espécie . MN SEG BR RN BN
amostrado geograficas Individuos
CN1 26°32'41.21"S P. cuvieri 10 4 0 8 12 2
51°39'46.85"W D. minutus 1 0 0 0 5 0
CN2 26°30'16.43"S P. cuvieri 16 7 0 3 13 2
51°40'11.00"W D. minutus 9 2 1 2 2 1
SIL1 Ao P. cuvieri 7 2 2 11 16 3
SIL2 26°32'24.79"S P. cc_;vieri 1 0 0 1 0 0
51°40'11.20"W D. minutus 1 0 0 1 5 0
one N P. cuvieri 1 0 1 0 4 0
AGRH szfogggg'gg.vsv D. minutus 2 0 0 1 3 2
) L. luctator 1 0 0 0 1 0
oA " P. cuvieri 1 0 1 0 0 1
AGRI2 e D. minutus 15 6 4 9 18 2
) L. luctator 1 0 0 0 1 0
TOTAL 66 21 9 36 80 13

MN = Microntcleo, SEG = Nucleo Segmentado; BR = Célula com broto; RN = Nucleo em forma
de Rim; BN = Célula Binucleada.
Fonte: Autoria propria (2022)
A espécie P. cuvieri, esteve presente em todos os locais amostrados (CN1,
CN2, SIL1, SIL2, AGRI1 e AGRI2), sendo capturados 36 exemplares que exibiram

um total de 13 MN e 80 alteragdes eritrocitarias (Tabela 5). Os exemplares de D.
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minutus apenas nao foram amostrados no sitio SIL1, totalizando 28 individuos
coletados que apresentaram 56 anomalias nucleares e 8 MN. Em contraponto, a
coleta de L. luctator apenas foi possivel em areas agricolas (AGRI1 e AGRI2) sendo
coletados 2 individuos, que manifestaram somente células reniformes (Tabela 5 e 6).

Entretanto, a frequéncia média de anormalidades eritrocitarias nucleares e
de micronucleos das espécies D. minutus e P. cuvieri, por area avaliada, mostraram-
se semelhantes estatisticamente entre as areas agricolas, de silvicultura e de campo
nativo (Figura 8). A espécie L. luctator, coletada em menor numero de individuos,
nao manifestou a presenga de MN (Tabela 5 e 6). Desta forma, as espécies
responderam de forma semelhante as areas avaliadas. Este resultado € relevante
porque as espécies podem responder de forma diferente aos agentes xenobidticos a
que sao expostos (MONTEIRO et al., 2018) e, assim, a avaliagdo ambiental com
mais de uma espécie pode fornecer respostas mais abrangentes da genotoxicidade
(CAMPANA et al., 2003). Gongalves et al. (2019), por exemplo, identificaram que D.
minutus foi a espécie mais vulneravel ao ambiente agrossistémico avaliado em

comparagao com P. cuvieri, pelo ensaio do cometa e teste de micronucleos.

Figura 8. Média da frequéncia de MN e alteragées nucleares nas espécies P. cuvieri
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Colunas seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis
(a=0,05).
Fonte: Autoria prépria (2022)
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Inclusive, com relagdo a frequéncia média de micronucleos e de alteragdes
nucleares em cada area avaliada (AGRI1, AGRI2, SIL1, SIL2, CN1 e CN2) (Figura 9)
pode-se observar que nao houve nenhuma variagao estatisticamente significativa
entre as areas agricolas (AGRI1 e AGRI2) e silvicultura (SIL1 e SIL2) em relagéo as

areas preservadas de campo nativo (CN1 e CN2) (Figura 9).

Figura 9. Média da frequéncia de MN e alteragées nucleares de cada ponto de coleta.
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Colunas seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis
(a=0,05).
Fonte: Autoria prépria (2022)

Entretanto, as frequéncias médias de micronucleos e alteragcées nucleares
por ambiente avaliado (agricultura, silvicultura e campo nativo) (Figura 10) observou-
se que a area de silvicultura apresentou frequéncia média de alteragcdes nucleares
estatisticamente maior que a area preservada de campo nativo. Borges et al. (2019)
também mostraram maiores frequéncias de anormalidades de eritrécitos nucleares
em areas de cultivo em comparagao com as unidades de conservagao para Scinax
fuscovarius. O presente resultado € um indicativo de resposta celular a uma
condicao adversa a que o organismo esteja sendo exposto, a fim de eliminar células
com danos genéticos (RAY et al., 2005), mostrando o potencial genotdxico desses
contaminantes (GREGORIO et al., 2019; GONCALVES et al, 2019; PEREZ-
IGLESIAS et al., 2019; ALNOAIMI et al., 2021). Nada obstante, experimentos em

plantacbes de Pinus revelaram a liberacdo de compostos fendlicos com potencial
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alelopaticos e mutagénicos para o solo, agua e sedimento em areas de silvicultura
(DUTRA; VARGAS, 2017).

A maior frequéncia de alteragdes nucleares da area de silvicultura pode ser
devido aos seus elevados teores de ORP, aos maiores teores de TNU, DBO e DQO
e menor valor de pH dentre todas as lagoas (Tabela 3). Santos et al. (2021) também
identificaram elevada frequéncia de altera¢des nucleares de Lithobates catesbeianus
expostos a aguas de rio com elevada DBO. Ja é destacado que a presenga de
agentes quimicos ou fisicos, juntamente com outras perturbag¢des do habitat, como o
uso do solo por silvicultura do presente estudo, podem ter um impacto significativo
sobre as espécies de anfibios, contribuindo para o declinio das populacdes de
anuros (BENVINDO-SOUZA et al., 2020). Assim, considerando ser uma area
ocupada por silvicultura, o proprio cultivo pode ter influenciado neste efeito
citotoxico. Dutra et al. (2014), por exemplo, confirmaram o potencial citotéxico do
extrato aquoso de Pinus taeda pelo teste de Ames com Salmonella typhimurium.

A analise dos componentes principais (Figura 11) mostrou que houve
acentuada presenca de alteragdes nucleares, DBO, DQO, NTU e ORP nas lagoas
de Silvicultura 1 e 2 em relagdo as demais areas. A PCA também revelou que ha
correlacao positiva entre as frequéncias de alteragdes nucleares com o ORP, NTU e
agroquimicos, e correlacdo fortemente negativa com Sl, STD e pH. Peluso et al.
(2022) similarmente identificaram potencial genotéxico das aguas do Rio Arrecifes
(Buenos Aires, Argentina) para Rhinella arenarum, assim como, elevada turbidez
dessas aguas. Em outro precedente Peluso et al. (2020b) verificaram maior saude
global dos organismos Rhinella fernandezae dentro de uma reserva natural que os
expostos por atividades industriais ou agricolas, com correlagcdo com a presenca de
agroquimicos nas aguas do rio avaliado. Por outro lado, Babini et al. (2016),
observaram a interferéncia da turbidez em lagoas de agroecossistemas, associando
efeitos genotoxicos, com maior mortalidade de girinos, menos metamorfoses e
menor quantidade de alimentacdo de girinos e prevaléncia de anormalidades
nucleares e frequéncia de MN. Wood e Richardson (2009) igualmente relataram que
a adicao de sedimentos resultando em menor transparéncia causam interferéncia na

sobrevivéncia de girinos.
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Figura 10. Média da frequéncia de MN e alteragdes nucleares nos trés ambientes amostrados.
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Figura 11 — Analise dos componentes principais (PCA) das variaveis descritoras.
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A1: Lagoa de Agricultura 1 (dentro do RVS-CP); A2: Lagoa de Agricultura 2 (fora do RVS-CP);
C1: Lagoa de Campo 1, C2: Lagoa de Campo 2, S1: Lagoa de Silvicultura 1, S2: Lagoa de
Silvicultura 2; Sl: condutividade (Sl), T° C: temperatura, ORP: potencial de oxidagao-reduc¢ao,
NTU: turbidez, OD: oxigénio dissolvido, TDS: sélidos dissolvidos totais, DBO: demanda
bioquimica de oxigénio, DQO: demanda quimica de oxigénio, ALT Nucl: alteragdes nucleares,
MN: micronucleo.

Fonte: Autoria prépria (2022)
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De forma geral, fica evidente que houve maior proporgdo de células com
alteracdes eritrocitarias em todas as areas avaliadas (Figuras 9 e 10), sendo que a
anormalidade nuclear mais frequente das areas amostradas foram células
reniformes, seguido de células com broto, e as demais alteragbes detectadas com
menor expressao (Tabela 6 e Figura 12). Os nucleos reniformes podem representar
um precursor para a formagao de micronucleos ou células binucleadas (HARABAWY
e MOSLEH, 2014) e o broto nuclear é classificado como uma estrutura semelhante
ao micronucleo ligado ao nucleo da célula por cromatina (PRIETO et al., 2008; DEL-
GUERCIO et al. 2017), assim, sua origem provavelmente € a mesma do
micronucleo. Colhe-se, ao ensejo, que as anormalidades nucleares registradas
asseveram a presenca de compostos genotoxicos no ambiente, mesmo que os

micronucleos apresentem proporgdes menores (POLLO et al., 2019).

Figura 12. Variagao morfolégica nos eritrocitos avaliados nas espécies P. cuvieri, D. minutus e
L. luctator. a) eritrocito normal. b) eritrocito micronucleado. c) célula com broto. d) célula

reniforme. e) célula binucleada. f) célula segmentada.

a b C

d © f
Fonte: Autoria prépria (2022)

O ponto de coleta da AGRI1 (Figura 9) também apresentou elevada

frequéncia de alteragcdes nucleares e, assim como nas lagoas de silvicultura, foi a
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que apresentou alto valor de DQO, o maior teor de ORP e o menor valor de pH,
além de baixos teores de OD, % OD e a presencga de agroquimicos (Tabela 3). De
acordo com a PCA (Figura 11), ha visivel incidéncia de agroquimicos na lagoa de
agricultura 1 e baixa presenca de OD, %OD, e baixo teor de pH. Arcaute et al.
(2014) comprovaram que o inseticida Imidacloprido, presente no sedimento da lagoa
de AGRI1, resultou em aumento na frequéncia de anormalidades nucleares de
girinos de Boana pulchella. Peltzer et al. (2008) observaram que as variaveis
quimicas como pH, temperatura, turbidez, concentragcdes de oxigénio dissolvido,
nitrato e o agroquimico endosulfan, contribuiram negativamente para a
sobrevivéncia, crescimento e taxa de desenvolvimento dos anuros em areas
agricolas. Consoante, Ascoli-Morrete et al. (2022) demonstram uma correlagéo
positiva entre danos genotoxicos e degradacao da qualidade ambiental em areas
agricolas.

Com relagao as frequéncias de micronucleos, as lagoas que apresentaram
as maiores frequéncias foram as lagoas de campo e de agricultura 2. De acordo com
a analise do biplot (Figura 11), ha incidéncia de elevado teor de OD, %OD, pH, Sl,
STD na lagoa de agricultura 2 (fora do RVS-CP) e, correlagdo positiva entre as
frequéncias de micronucleos e os teores de OD, %OD, pH, DQO e DBO. Santos et
al. (2021) também identificaram elevada frequéncia de micronucleos de Lithobates
catesbeianus expostos a aguas de rio com elevada DQO e DBO. De forma analoga,
Assis et al. (2021) em avaliagdo in situ de uma area agricola e outra preservada,
registraram uma incidéncia de micronucleos 3,6 vezes mais frequentes na plantagao
de soja. Igualmente Ascoli-Morrete et al. (2022) observaram incidéncia de
micronucleos nos eritrocitos de L. luctator apenas na matriz agricola, enquanto na
area de mata ndo houve registros. Ja no ambito dos ensaios crénicos, Samojeden et
al. (2022) relataram a formacéo de micronucleos e outras alteragdes celulares com
niveis significativos em L. luctator e P. cuvieri, expostos a concentracbes do
agroquimico imidacloprido. Herek et al. (2021) determinaram maior formagao de
micronucleos em eritrécitos de P. cuvieri e Physalaemus gracilis, ambas espécies
expostas a um herbicida a base de glifosato. Em corroboracao, Pavan et al. (2021)
avaliaram a exposicéo de girinos de Boana faber e L. latrans a partir da mistura de

dois herbicidas, registrando maior indu¢ao de micronucleos em B. faber.
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Apesar de nao terem sido detectados diferenga significativas entre as areas
de campo natural, agricultura e silvicultura, afigura-se ponderar que as pesquisas in
situ sofrem interagdes de outras variaveis além das abordadas nesse estudo. Pois
os anfibios sdao normalmente expostos a mais de um contaminante que é
influenciado pela dindmica do ambiente (AZIZISHIRAZI et al., 2021).

Nesse precedente, compostos presentes na agua tém interagdes sinérgicas
ou antagonicas (PELUSO et al., 2021; Pérez-Iglesias et al., 2014). Dyck et al. (2021)
realizaram estudo de campo em valas de drenagem com vegetacdo e recém-
desmatadas/dragadas em um agroecossistema utilizando o anuro Lithobates pipiens
para avaliagdo da sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento embrionario. Os
resultados demonstraram que os sistemas de valas recém-limpos e dragados nao
tiveram efeitos prejudiciais 6bvios nos girinos mesmo na presenga de agroquimicos,
sendo o parametro temperatura o determinante principal para retracdo ao
crescimento e desenvolvimento. Peluso et al. (2021) em avaliagdo da toxicidade de
dois herbicidas em girinos de Rhinella arenarum, revelaram que a mistura equitoxica
sugeriu uma interagdo antagbénica dos compostos. No entanto, as misturas nao
equitoxica do glifosato e 2,4 -DBH indicou a presenca de sinergismo. Freitas et al.
(2022) alertaram sobre os efeitos interativos das substancias no meio ambiente em
ensaio in situ com os agroquimicos fipronil e 2,4-D que induziram numeros
expressivos de implicagdes subletais em girinos de Leptodactylus fuscus e
Lithobates catesbeianus. Lajmanovich et al. (2019) avaliaram a toxicidade do
herbicida a base de glifosato (GBH) e arsenito (Aslll)) e concluiram que houve uma
porcentagem significativa maior de danos ao DNA nos girinos expostos a mistura
GBH-As, devido ao efeito sinergético. Pinto-Vida et al. (2022), em estudo da
nocividade do litio e selénio no musculo da cauda de girinos de ra-touro durante a
metamorfose destacaram a importancia da avaliacdo das misturas que podem
ocorrer no meio ambiente, uma vez que a combinacido de contaminantes pode
provocar toxicidade distinta em comparacdo com os efeitos desencadeados pelos
produtos quimicos isolados. Boccioni et al. (2021) relataram que as combinagdes de
herbicida, inseticida e antibidéticos mostraram varios efeitos subletais no
desenvolvimento de anfibios, evidenciando o alto risco ecotoxicolégico dos estagios

iniciais do desenvolvimento de anfibios anuros expostos. Com efeito, alertaram
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sobre a crescente demanda de estudos relacionados aos danos toxicologicos
dessas misturas e como esses diferentes produtos quimicos podem interagir e
alterar a disponibilidade uns dos outros na agua. Os agroquimicos também podem
interagir com outros fatores abidticos com a radiagao ultravioleta, aumentando a
suscetibilidade do organismo a danos genéticos (Yu et al. 2015).

Assim, claramente, os estressores antropogénicos e naturais reiteradamente
interatuam. A presenca de diferentes compostos com mecanismo de agao diversos,
influencia diretamente na agao bioldgica dos organismos, com resultados subjetivos
e imprevisiveis (BUCK et al. 2015; CARRASCO et al., 2021; DENEER 2000).

7 CONSIDERAGOES FINAIS

Pela relevancia e complexibilidade da relacdo entre os anfibios e os
ecossistemas, o teste do micronucleo, em uma estratégia in situ, € um método eficaz
para a deteccdo de mutagénese cromossOmica induzida por xenobidticos. As
espécies empregadas sao bioindicadores em potencial, uma vez que se mostraram
sensivel a alteragdes ambientais, e foram igualmente reconhecidos em outras
pesquisas (ASCOLI-MORRETE et al., 2022; BORGES et al., 2019; GONCALVES et
al., 2017; GONCALVES et al., 2019).

De modo distinto, os resultados ambiguos, com auséncia ou baixa
frequéncia de micronucleos e outras alteragdes nucleares nao significa a privagéo
dos efeitos genotdxicos e mutagénicos no ambiente, mas sim, que 0s processos nos
ecossistemas apresentam interagdes sutis com outros componentes e estéo
relacionados as substancias presentes, dose, parametros fisico-quimicos,
caracteristicas e estagio de desenvolvimento das espécies conexas.

A Unidade de Conservacao RVS-CP tolera a utilizagdo sustentavel dos
recursos existentes com o manejo do uso humano na natureza. Nesse cenario, para
contribuir e fortalecer o sistema de areas de preservagdo ambiental e a sua
biodiversidade é fundamental o monitoramento das agbdes antropicas que estado
correndo dentro da unidade, principalmente ao que se refere ao uso dos

agroquimicos e sua dispersao em areas nao cultivadas e os dominios de silvicultura,
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que se encontram nebulosos, pela falta de estudos associados a liberacdo de
compostos fendlicos com potencial mutagénico para anfibios.

Dessa feita, o presente trabalho espera ter contribuido com os estudos
genotéxicos e fornecido subsidios para pesquisas futuras visando medidas de
gestdo ambiental aprimoradas e estratégias de conservagdo para populagdes de

anuros.
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