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RESUMO

EFEITOS DA CONTAMINACAO POR PESTICIDAS EM ORGAOS DO LAGARTO
Tropidurus torquatus (WIED-NEUWIED, 1820) DE JUIZ DE FORA, MINAS GERAIS,
BRASIL

O uso de agrotoxicos € crescente, € 0s compostos quimicos presentes neles podem permanecer
no solo, agua e alimento, podendo contaminar os seres vivos. Tendo em vista que os répteis sao
os vertebrados menos estudados em ecotoxicologia, e que os lagartos da espécie Tropidurus
torquatus se alimentam principalmente de insetos e partes de plantas, o presente estudo
objetivou avaliar, através de andlise histologica do figado e rim e da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) no figado, a interferéncia dos agrotoxicos nestes animais presentes em
horta com pesticida e de horta organica, ambas em Juiz de Fora, Minas Gerais. Além disso, foi
feita a quantificacdo dos metais chumbo (Pb) e cddmio (Cd) no figado dos animais da horta
com pesticidas. O presente estudo utilizou animais coletados em ambientes naturais e encontrou
resultados semelhantes ao visto em trabalhos realizados em laboratorio, mesmo sem ser
possivel controlar a dosagem e tempo de exposicao aos pesticidas. Na histologia, o figado dos
animas da horta com agrotoxico se apresentou mais comprometido que o rim, sendo os machos
mais afetados que as fémeas. Nos animais adultos da horta com pesticida o figado apresentou
hepatécitos sem nuacleo, com grandes vacuolos e fibrosados, além de inameros
melanomacrofagos. Os jovens apresentaram as mesmas caracteristicas, porém menos intensas.
O rim dos adultos da horta com agrotoxico apresentou vesiculas com coloracao diferenciada
nos tubulos contornados proximais. Animais da horta com uso de pesticidas apresentaram maior
atividade de MPO, revelando inflamagdo no tecido. Através da espectrometria de absor¢ao
atdmica em chama, ndo foi possivel afirmar que os individuos da horta com agrotéxico
possuiam acumulo de cddmio (Cd) e chumbo (Pb) no figado. Os agrotoxicos e o ambiente

antropizado mostraram afetar, principalmente, o tecido hepatico de lagartos.

PALAVRAS-CHAVE: bioacumulagdo, espectrometria, figado, histologia, répteis,
mieloperoxidase.
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ABSTRACT

EFFECTS OF CONTAMINATION BY PESTICIDES IN LIZARD ORGANS
Tropidurus torquatus (WIED-NEUWIED, 1820) OF JUIZ DE FORA, MINAS GERAIS,
BRAZIL

The use of agrochemicals is increasing, and the chemical compounds present in them can
remain in soil, water and food, and can contaminate living beings. Considering that reptiles are
the least studied vertebrates in ecotoxicology, and that the lizards of the species Tropidurus
torquatus feed mainly on insects and parts of plants, the present study aimed to evaluate,
through histological analysis of the liver and kidney and the activity of the enzyme
myeloperoxidase (MPO) in the liver, the interference of pesticides in these animals present in
a vegetable garden with pesticide and organic vegetable garden, both in Juiz de Fora, Minas
Gerais. In addition, lead (Pb) and cadmium (Cd) metals were quantified in the liver of garden
animals with pesticides. The present study used animals collected in natural environments and
found results similar to those seen in laboratory studies, even though it was not possible to
control the dosage and time of exposure to pesticides. In the histology, the liver of the animals
of the garden with pesticides presented more compromised than the kidney, being the males
more affected than the females. In the adult animals of the herb garden with pesticide, the liver
presented hepatocytes without nucleus, with large vacuoles and fibroses, besides numerous
melanomacrophages. Young people presented the same characteristics, but less intense. The
adults' kidney in the pesticide garden showed vesicles with differentiated staining in the
proximal convoluted tubules. Animals from the vegetable garden with pesticides showed higher
MPO activity, revealing inflammation in the tissue. By means of flame atomic absorption
spectrometry, it was not possible to state that the individuals in the pesticide garden had
accumulation of cadmium (Cd) and lead (Pb) in the liver. Pesticides and the anthropic

environment showed mainly the liver tissue of lizards.

KEY WORDS: bioaccumulation, spectrometry, liver, histology, reptiles, myeloperoxidase.
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RESUMO PARA DIVULGUCAO CIENTIFICA

O uso de agrotoxicos € crescente, € 0s compostos quimicos presentes neles podem permanecer
no solo, agua e alimento, podendo contaminar os seres vivos. Tendo em vista que os répteis sao
os vertebrados menos estudados em relacdo a contaminagdo ambiental, ¢ que os lagartos da
espécie Tropidurus torquatus se alimentam principalmente de insetos e partes de plantas, o
presente estudo objetivou avaliar, através de analise histologica do figado e rim e da atividade
da enzima mieloperoxidase (MPO), no figado, a interferéncia dos agrotoxicos nesses animais
presentes em horta com pesticida e de horta organica, ambas em Juiz de Fora, Minas Gerais.
Além disso, foi feita a quantificacdo dos metais chumbo (Pb) e cadmio (Cd) no figado dos
animais da horta com pesticidas. O presente estudo utilizou animais coletados em ambientes
naturais e encontrou resultados semelhantes ao visto em trabalhos realizados em laboratério,
mesmo sem ser possivel controlar a dosagem e tempo de exposi¢do aos pesticidas. Na
histologia, o figado dos animas da horta com agrotoxico se apresentou mais comprometido que
o rim, sendo os machos mais afetados que as fémeas. Nos animais adultos da horta com
pesticida o figado apresentou as células sem nucleo, com vactolos e fibrosadas, além de
inimeros melanomacrofagos, que ajudam na destruicdo e desintoxificacdo. Os jovens
apresentaram as mesmas caracteristicas, porém menos intensas. O rim dos adultos da horta com
agrotoxico apresentou vesiculas com coloracdo diferenciada em algumas células. Animais da
horta com uso de pesticidas apresentaram maior atividade de MPO, revelando inflamagao no
tecido. Nao foi possivel afirmar que os individuos da horta com agrotoxico possuiam acimulo
de cadmio (Cd) e chumbo (Pb) no figado. Os pesticidas e o ambiente antropizado mostraram

afetar, principalmente, o tecido hepatico de lagartos.
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1. INTRODUCAO
1.1. Agrotoxicos

Ha vérias décadas, os agrotdxicos, também conhecidos como pesticidas, foram
introduzidos nas plantagdes atuando no controle de pragas. Devido a resisténcia das pestes a
esses produtos, a cada ano maiores quantidades sdo usadas para proteger as plantagdes. No
entanto, os compostos quimicos dos pesticidas podem persistir em solos, dguas e alimentos,
contaminando os seres vivos (Garbellini & Uliana, 2007; Rodrigues, 2005).

Existem dois tipos de pesticidas: os organicos e os inorganicos. Os pesticidas
inorganicos, contém substancias altamente toxicas, como arsénio, chumbo, cobre, cadmio,
mercurio, zinco e cromo. Atualmente, sdo pouco utilizados, gragas as comprovacgdes de altos
danos aos animais € ao meio ambiente. Ja os pesticidas organicos podem ser de origem vegetal
ou organo-sintéticos. Os organo-sintéticos sao produzidos através de agrupamentos quimicos
clorados, cloro-fosforados, fosforados ou carbamatos. Acredita-se que os pesticidas orgéanicos
de origem vegetal, sejam menos prejudiciais a0 meio ambiente do que os sintéticos, porém
Bahlai et al. (2010), mostraram que os pesticidas organicos sdo menos eficazes, sendo
necessarios em doses mais altas do que os sintéticos, e combatem além da praga, o seu controle
biologico.

Apesar da diminui¢ao do uso, a polui¢dao do ambiente natural por metais pesados € um
problema mundial que influencia o funcionamento estrutural e funcional dos ecossistemas
aquaticos e terrestres (Farkas er al., 2001; Harte et al., 1991).

Esses componentes dos agrotoxicos, inorganicos ou organicos, quando absorvidos pelos
animais através da agua ou alimentagdo podem ser excretados ou ficam armazenados em
diversos tecidos do corpo (Bernardi ef al., 2008; Guaratini et al., 2008). Esse acimulo, quando
acontece por via da alimenta¢do, com transferéncia de um nivel troéfico a outro é denominado

biomagnificacio (Pain, 1995).
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Diversos grupos de animais sofrem com o acimulo de componentes tdxicos no
ambiente, sendo esses acumulados em diversas partes do corpo, como musculos, rim, figado e
sangue (Carvalho et al., 2000; Carvalho et al., 2008; Ferreira et al., 2010; Gomes & Sato, 2011;

Silva, 2011; Souza et al., 2009; Teixeira et al., 2005; Virga et al., 2007).

1.2. Espécie estudada

Sao reconhecidas atualmente 10.793 espécies de répteis (Uetz & Hosek, 2018) sendo
que o Brasil conta com 795 espécies; dessas, 276 sao lagartos (Costa & Bérnils, 2018). Os
répteis sdo essenciais para o equilibrio ecoldgico e compreendem 28% das espécies vertebradas
conhecidas (Sparling et al., 2010).

Estudos sobre biologia e ecologia de lagartos sdo realizados ha décadas no Brasil (Avila-
Pires, 1995; Castro e Galetti, 2004; Hoogmoed e Avila-Pires, 1989; Macedo et al., 2008;
Novelli et al., 2011; Novelli et al., 2012; Rocha et al., 2009; Sousa et al., 2010; Sousa et al.,
2012), pois além de abundantes, sdo considerados um bom modelo de estudo devido a facil
visualizagdo, captura e manuseio e sua taxonomia ¢ relativamente bem conhecida, o que facilita
o estudo de diferentes aspectos desses animais (Rocha, 1994; Silva e Araujo, 2008), sendo
propostos como organismos modelos para a avaliacdo de risco de répteis expostos a
contaminantes ambientais (Amaral et al., 2012).

A populagao mundial de répteis vem declinando (Gibbons ef al., 2000) e a contribuigao
de contaminantes ambientais, especialmente pesticidas, ndo ¢ bem abordada (Wagner et al.,
2015).

Trabalhos sobre a ecotoxicologia sdo aplicados principalmente para animais que
possuem amplo contato com a agua (quelonios, crocodilianos, aves aquaticas e peixes), ja que
esta ¢ um carreador de contaminantes, e animais utilizados para a alimentagdo humana (Albers

et al., 1986; Carvalho et al., 2008; Ferreira et al., 2010; Jeffree et al., 2010; Meyer et al., 2015;
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Rainwater et al., 2007; Souza et al., 2009; Teixeira et al., 2005; Virga, 2007). Com pouca
informagao sobre ecotoxicologia reptiliana esta disponivel, as aves sdo frequentemente usadas,
talvez inadequadamente, como substitutos na avaliagao de risco (Weir et al., 2015).

Espécies do género Tropidurus (Tropiduridae) possuem ampla distribuicdo e
diversidade, habitando tanto as restingas brasileiras quanto o interior do continente (Rodrigues,
1987).

O uso de micro-habitat por lagartos tropidurideos pode ser influenciado por fatores
bioticos, como a competicao intra/interespecifica (Nunez et al., 1989; Schoener, 1977),
evitacdo de predadores (Vitt & Carvalho, 1995), bem como tamanho e morfologia do individuo
(Vitt et al., 1997). Eles podem ser encontrados em diversos micro-habitats, porém possuem
preferéncia por superficies rochosas, onde conseguem se abrigar, termorregular e reproduzir
(Faria & Aratjo, 2004; Ribeiro et al., 2008; Ribeiro et al., 2009; Rocha & Bergallo, 1990; Van
Sluys et al., 2004; Vitt & Carvalho, 1995).

Individuos da espécie Tropidurus torquatus (Wied, 1820) (Tropiduridae) sao saxicolas
ou arboricolas (Pinto et al., 2005), vivendo em rochas, ninhos de cupins, troncos, paredes e

bromélias (Bergallo & Rocha, 1993; Rocha, 1994; Rodrigues, 1987; Van Sluys, 1992) (Figura

).
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igura 1: Individuos de Tropidurus torquatus em roncs (a)e parede(b). Fotos: Larissa Barbosa.

Durante o periodo reprodutivo, 7. torquatus utiliza os recursos espaciais mais proximos,
apresentando uma menor area de alcance, porém, durante a estagdo ndo reprodutiva, que

abrange o periodo seco do ano, estes animais ampliam sua area de alcance, aumentando a

chance de encontrar presas (Ribeiro ef al., 2009).
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Essa espécie ¢ onivora, considerada forrageadora de espreita (sit-and-wait foragers)
(Araujo, 1987; Rocha, 1994; Schoener, 1971; Van Sluys, 1993, 1995) sendo os principais itens
alimentares: invertebrados, principalmente, formigas e coleopteros (Aratjo, 1987; Arruda et
al.,2007; Carvalho et al., 2007; Teixeira, 1999), e partes vegetais, como encontrado por Aradjo

(1987) e Gomides et al. (2013).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Sabendo que a ingestdo e o contato dérmico sdo as duas principais vias de contaminagdo
em lagartos (Hopkins et al., 2002; Smith et al., 2007), o objetivo do presente estudo ¢é
determinar os possiveis efeitos dos metais pesados em espécimes de 7. torquatus provenientes
de horta com uso de agrotdxicos e investigar possiveis alteragdes histologicas e bioquimicas
causadas por esses produtos, contribuindo para o conhecimento do impacto ambiental gerado

pelos poluentes nesses animais.

2.2. Objetivos especificos

1. Determinar e comparar as concentragdes de Pb (chumbo) e Cd (cadmio) no figado
de individuos de 7. forquatus da horta com pesticida, levando em conta o sexo e
a idade dos animais;

2. Analisar se hé interferéncia a nivel estrutural no rim e figado dos espécimes de T.
torquatus provenientes de horta com uso de pesticidas, quando comparados aos
de horta organica.

3. Avaliar se os animais apresentam diferentes atividades enzimaticas no figado

devido ao tipo de hortas em que foram coletados.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta das amostras
Foram coletados 35 espécimes de 7. torquatus, em uma horta com uso de pesticidas
(formicida e fungicida) (H1 - 12 machos, 13 fémeas e 10 jovens), e 11 exemplares em uma
horta organica (H2 - 4 machos, 2 fémeas e 5 jovens), ambas no municipio de Juiz de Fora
(Minas Gerais, Brasil) de agosto de 2017 a agosto de 2018. O protocolo ¢ licenga para captura
e manipulacio dos animais foram concedidos pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(Ceua) da Pro-reitoria de Pos-graduagao e Pesquisa/UFJF, sob o nimero 018/2017 e pelo
Sisbio, sob o nimero 57824.
Os espécimes foram capturados com armadilha de lago, composta por uma vara de pesca
com lago de fio dental (Figura 2), e levados para o Laboratorio de Herpetologia — Répteis da
UFJF onde foram pesados com pesola (MC) e tiveram o comprimento rosto-cloacal (CRC) e

comprimento da cauda (CC) medidos com o auxilio de um paquimetro.
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Figura 2: (a) Armadilha de lago, composta por vara de pesca com laco de fio dentai, sendo utilizada para captura
de Tropidurus torquatus. (b) Espécime de T. torquatus capturado com armadilha de lago. Fotos: Larissa Barbosa.

Os animais foram eutanasiados por aplicacio de pré-anestesia intra-muscular de
cloridrato de lidocaina (100mg/ml), seguida da aplicacdo pela via intra-celomatica (latero-
ventralmente, logo a frente da insercdo do membro posterior) do barbiturico fenobarbital
(40mg/ml) na dose necessaria, conforme o peso do espécime (0,5mg/10g). Apds a confirmagao
da auséncia total de movimentos respiratorios (apneia) e de batimentos cardiacos (assistolia) os

espécimes foram necropsiados.
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3.2. Preparo das amostras e analise de lAminas

Foram analisados uma por¢ao do figado proxima a vesicula biliar e o rim esquerdo dos
espécimes. O figado e o rim foram amostrados porque eles sdo conhecidos por desempenhar o
papel de desintoxicar 6rgdos e acumular metais pesados (Liu ef al., 2000; Sabolic et al., 2001;
Trinchella et al., 2006).

As amostras foram fixadas em formalina a 10% por 24 horas. Apos o periodo de fixacao,
a pec¢a anatomica foi submetida a técnicas de preparagado histoldgica de rotina (desidratadas em
alcool, clarificadas com xilol e impregnadas em parafina). Posteriormente, o material foi
incluido em parafina e foram obtidos cortes seriados com 4pum de espessura. As laminas foram
confeccionadas e coradas com Hematoxilina e Eosina (HE), Mallory-Parker e Tricromio de
Masson; para analise histoquimica da amostra. A analise e fotodocumentacdo das ldminas
foram feitos em microscopio Olympus BX41 com equipamento fotografico digital Canon
A3100S alocado no Laboratério Avangado de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de

Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais.

3.3. Preparo das amostras e analise da atividade enzimatica

Dez individuos (H1 = cinco e H2 = cinco) tiveram uma por¢ao do figado retirada,
acondicionada em eppendorfs e levada ao ultrafreezer a -80°C. A técnica para extracdo da
enzima mieloperoxidase (MPO) foi desenvolvida no Laboratério de Glicoconjugados da
Universidade Federal de Juiz de Fora e foi baseada na metodologia descrita por Bradley et al.
(1982): as amostras foram trituradas em nitrogénio liquido, suspendidas em 6ml de solugao
tampao (0,5% CTAB em tampao fosfato de potassio SOmM) e centrifugadas a 1500 rpm por 30
minutos a 4°C. Aos precipitados foram adicionados mais 2ml de solugdo tampao, e foram
levados ao sonicador e congelados com nitrogénio liquido (3 vezes). Logo apds, foram levados

a centrifuga novamente por mais 30 minutos a 1500 rpm e 4°C e congelados a -80°C novamente.
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A MPO foi analisada espectrofotometricamente com o comprimento de onda de 492nm.
Foram usadas 10uL do material e a ele foi adicionadas 190uL da seguinte solugdo: 100uL de
tampao fosfato de potassio 0,2M, pH 6,0, contendo 10uL de cloridrato de o-dianisidina, 4puL de
peroxido de hidrogénio a 10mM e 76uL de 4gua destilada. A dilui¢do da amostras (5 a 0,625ul)
foi realizada em triplicata e foram feitas 30 leituras com 30 segundos de intervalo cada.

Uma unidade de atividade MPO foi definida como a quantidade de enzima capaz de

degradar de 1 milimol de substrato por minuto.

3.4. Preparo das amostras e determinacdes analiticas

A espectrometria de absorcdo atomica (AAS, do inglés Atomic Absorption
Spectrometry) € uma técnica bem estabelecida empregada para a determinagao de elementos
metalicos em diferentes matrizes. Seu principio fundamental envolve a medida da absor¢do da
intensidade da radiagdo eletromagnética, proveniente de uma fonte de radia¢do primaria, por
atomos gasosos no estado fundamental. A quantidade de radiacdo absorvida relaciona-se a
quantidade de atomos, que € proporcional a concentragao do elemento. Dentre as diferentes
aplicacdes, destacam-se amostras como materiais bioldgicos; como tecidos, sangue, solo, agua,
plantas e sedimentos (Arromba ef al., 2013; Aranha et al., 2016; Oliveira & Mattiazzo, 2001;
Souza et al., 2001; Soares et al., 2009).

Os principais modos de atomizagdo do elemento a ser detectado consistem no uso de
chama ou atomizacdo eletrotérmica, geralmente em forno de grafite. A espectrometria de
absor¢do atomica em chama (F AAS, do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry)
apresenta limites de detecg@o na faixa de miligramas por litro e com elevada frequéncia analitica
(mamero de analises/unidade de tempo). Ja a espectrometria de absor¢do atdmica em forno de
grafite (GF AAS, do inglés Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry) apresenta

elevada detectabilidade com limites de detec¢ao na faixa de microgramas por litro, usualmente
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empregando pequenas quantidades de amostra; porém, apresenta menor frequéncia analitica
(Welz, 1999).

Para a quantificagdo de chumbo e cddmio foi avaliado uma parte do figado de 30
espécimes (10 fémeas, 10 machos e 10 jovens) de HI através da espectrometria de absor¢ao
atdbmica com chama.

Todos os materiais utilizados nessa etapa do trabalho foram lavados com sabao neutro,
levado ao banho de 4cido nitrico a 10% (v/v) por 24 horas e lavados com agua deionizada antes
de usar.

Os teores de cadmio (Cd) e chumbo (Pb) foram determinados em parte do figado de 30
espécimes (10 fémeas. 10 machos e 10 jovens) da horta H1 através da espectrometria de
absorg¢do atdmica em chama ap6s a solubilizagio das amostras com TMAH®. Apos a necropsia,
a porcao do figado retirada foi colocada em uma placa de Petri e levada a estufa por 72 horas a
70°C. O método de solubilizagao desenvolvido por Campos et al. (2018) foi adaptado e aplicado
para o conjunto de amostras coletado. Para as amostras de lagartos jovens, que apresentaram
baixa massa dos tecidos, preparou-se uma amostra mistura com os tecidos dos 10 individuos,
que foi denominada MJ. Em tubos tipo Falcon de 15mL, 30mg do tecido seco foram misturados
com 210uL de solugio de TMAH® (25% m/m) e deixados em repouso por 8h, em temperatura
ambiente (~25°C). Apos este tempo, os extratos obtidos foram diluidos com 3mL de agua
deionizada (Elga Veolia, PureLab Option-Q). Obtiveram-se solu¢des amarronzadas, como
reportado na literatura (Campos et al, 2018) que foram armazenadas em temperatura ambiente
até o momento das andlises (24h). Um ensaio em branco, com adi¢do apenas do agente de
solubilizacdo e agua, também foi realizado.

Para as determinagdes por F AAS, empregou-se o espectrometro de absor¢io atomica
Thermo Scientific, modelo SOLAAR M5, equipado com lampadas de catodo oco

monoelementares dos analitos Cd (228,8nm) e Pb (283,3nm), usadas como fonte de radiagao.
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Outras condi¢des instrumentais usadas nas determinagdes de ambos os analitos foram: abertura
da fenda de 0,5nm, chama de ar/acetileno com vazao de acetileno (combustivel) igual a 1,ImL
min™! e altura do queimador igual a 7mm. Para calibragdo, preparou-se curvas analiticas no
mesmo meio das amostras solubilizadas (TMAH® 1,75 % m/v) a partir de solugdes estoque
monoelementares de Cd e Pb 1000mgL™"! (Qhemis, Jundiai, SP, Brasil). Para Cd empregou-se
a faixa de 0,5 — 2mg L! e para Pb a faixa de 2 — 10mg L!. Para avaliar a detectabilidade do
método de preparo, calculou-se os limites de deteccao (LD) e de quantificagao (LQ) de acordo
com as recomendacdes da IUPAC (do inglés, International Union of Pure and Applied
Chemistry) (Thompson et al., 2002; IUPAC, 2014) onde LD = 3sB/S e LQ = 10sB/S, em que
sB ¢ o desvio-padrao de 10 leituras do branco do método e S ¢ o coeficiente angular das curvas
analiticas. A precisdo foi monitorada através do valor de desvio-padrao relativo (RSD, do inglés

Relative Standard Deviation).
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4. RESULTADOS
4.1. Morfometria linear e massa dos espécimes
Os animais foram classificados como adultos ou jovens de acordo com as caracteristicas
morfoldgicas (tamanho e coloracao).
Foram calculadas a média, desvio padrao e amplitude do CRC, CC e da massa corpérea

(MC) dos individuos coletados de 7. torquatus (Tabela 1).

Tabela 1: Média, desvio padrdo e amplitude do comprimento rostro-cloacal (CRC), comprimento caudal (CC) e
massa corpdrea (MC) dos individuos de Tropidurus torquatus coletadas na horta com agrotoéxico e na horta
organica.

Sexo Medida | Média Desvio Amplitude
Padrao (M = maximo, m = minimo)
CRC 121,37mm +13,07mm M =137,79mm e m = 97,49mm
Macho adulto CC 179,05mm +38,90mm M =225,57mm e m = 83,09mm
MC 62,26g +22,64g M =100,00g e m = 28,00g
CRC 101,21mm +6,44mm M =115,53mm e m = 90,72mm
M=173,49mme m=
Fémea adulta CC 136,41mm +20,23mm
103,61mm
MC 32,06g +07,15¢g M =47,00g e m =23,00g
CRC 78,00mm +22,66mm M =97,72mm e m = 63,26mm
Jovens CC 125,78mm +26,13mm M=17538mm e m= 78,38mm
MC 16,33g +08,44¢, M = 33,00g ¢ m= 06,00g

4.2. Histologia
Os figados dos lagartos adultos de H1 apresentaram arquitetura hepatica alterada, com
hepatdcitos retraidos e citoplasma vacuolizado e aumento no numero e tamanho dos
melanomacrofagos, assim como areas de fibrose. Os machos apresentaram maiores alteragdes

histolégicas do que as fémeas, apresentando maior nimero de melanomacrofagos e maiores
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areas de vacuolizagdo e fibrose. Ja os jovens apresentaram menores danos nas células e em
menor itensidade (Figura 3). No grupo H2 os animais mostraram uma sec¢ao hepatica normal,
com hepatocitos em forma polidérica com nticleos bem delimitados e citoplasma acidofilico e

pouca presenga de melanomacréfagos (Figura 4).

Figura 3: Secgdes de figado de lagartos Tropidurus torquatus de horta com uso de pesticidas (H1) coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE). (a, b) Sec¢des de figado de machos adultos (100x e 400x, respectivamente). (c, d)
Secgoes de figado de fémeas adultas (100x e 400x%, respectivamente). (e, f) Secg¢des de figado de jovens (100x e
400x, respectivamente). Circulos marcam os melanomacréfagos, setas apontam os vacuolos e a cruz marca as
areas de fibrose. Barra = 10 pum.
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Figura 4: Seccdes de figado de lagartos Tropidurus torquatus de horta organica (H2) coradas com Hematoxilina
e Eosina (HE). (a, b) Sec¢des de figado de machos adultos (100x e 400x, respectivamente). (¢, d) Sec¢des de figado
de fémeas adultas (100x e 400x, respectivamente). (e, f) Secgdes de figado de jovens (100x e 400x,
respectivamente). Circulos marcam os melanomacrofagos. Barra = 10 pm.

Nos lagartos provenientes da horta organica, o rim também apresentou morfologia
tipica, com o parénquima renal apresentando todos os componentes do néfron bem definidos
(corpusculos renais, tibulos contornados proximais e distais e tibulo coletor). Nos corpusculos
renais identificou-se o glomérulo (contendo capilares preenchidos por hemacias nucleadas,

tipicas do grupo Reptilia) e o espaco corpuscular (revestido por epitélio pavimentoso simples).
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Os tubulos contornados proximais apresentaram epitélio cubico simples, com células
fortemente acidofilas e com bordas mais intensamente coradas (borda estriada ou borda em
escova) consistente com a presenca de microvilos. Os tubulos contornados distais se destacaram
dos proximais por apresentarem didmetros menores e revestimento epitelial ciibico simples,
fracamente acidofilas. Os tubulos coletores estavam revestidos por epitélio colunar, com células
baixas, e leve indicio de atividade secretoria. Nos machos, observou-se o segmento sexual nos
animais adultos, caracterizado por ser revestido por um epitélio de células cilindricas altas e
providas de granulos intensamente corados em sua porcao apical pela Eosina, indicando uma

possivel concentragao de proteinas (Figura 5).
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Figura 5: Seccdes de rim de lagartos Tropidurus torquatus provenientes de horta organica (H2) coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE). (a, b) Sec¢des de rim de machos adultos (100x e 400x, respectivamente). (c, d)
Seccdes de rim de fémeas adultas (100x e 400x, respectivamente). (e, f) Secgdes de rim de jovens (100x e 400x,
respectivamente). Circulos marcam vesiculas corados em marrons nos tibulos contornados proximais. (Ssk=
segmento sexual renal, Tc= tiibulo coletor, Ct= tibulo contornado, Pct= tiibulo contornado proximal, Dct= tibulo
contornado distal e Re= corpusulo renal). Barra = 10 pm.

Em geral, os espécimes de H1 e H2 nao apresentaram o rim com modificagdes nos cortes
histolégicos, apenas a presenga de vesiculas de cor amarronzada nos tubulos contornados. No
entanto, observou-se uma diferen¢a na quantidade das vesiculas descritas: os adultos de H1
apresentaram um numero relativamente maior de vesiculas quando comparados aos jovens e

aos espécimes de H2 (Figura 6).
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Figura 6: Seccgdes de rim de lagartos Tropidurus torquatus provenientes de horta com uso de pesticida (H1)
coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). (a, b) Sec¢des de rim de machos adultos (100x e 400x, respectivamente).
(c, d) Seccdes de rim de fémeas adultas (100x e 400x, respectivamente). (e, f) Seccdes de rim de jovens (100x e
400x, respectivamente). Circulos marcam vacuolos corados em marrons nos tibulos contornados proximais. (Ssk=
segmento sexual renal, Tc= tubulo coletor, Ct= tubulo contornado, Pct= tiibulo contornado proximal, Dct= tabulo
contornado distal e Rc= corpusulo renal). Barra = 10 pm.

Tanto na coloragdao de Mallory-Parker (deteccdo de chumbo na amostra) quanto na de
Tricromio de Masson (detec¢do de fibrose na amostra) foram observadas respostas negativas

no rim e no figado de H1 (Figuras 7 e 8).
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Figura 7: Sec¢des de figado e rim de lagartos Tropidurus torquatus provenientes de horta com uso de pesticida
(H1) corados com Mallory-Parker. (a, b) Sec¢des de figado e rim, respectivamente, de machos adultos (400x). (c,
d) Secgdes de figado e rim, respectivamente, de fémeas adultas (400x). Circulos amarelos marcam os
melanomacrofagos, setas apontam os vacuolos e circulos pretos demarcam vacuolos corados em marrons nos
tubulos contornados proximais. (Tc= tabulo coletor, Pct= tibulo contornado proximal e Rc= corpusulo renal).
Barra=10 um.
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Figura 8: Secgdes de figado e rim de lagartos Tropidurus torquatus provenientes de horta com uso de pesticida
(H1) corados com Tricromio de Masson. (a, b) Seccdes de figado e rim, respectivamente, de machos adultos
(400%). (c, d) Secgdes de figado e rim, respectivamente, de fémeas adultas (400x). (e, f) Secgdes de figado e rim,
respectivamente, de jovens (400x). Circulos amarelos marcam os melanomacrofagos, setas apontam os vacuolos
e circulos pretos demarcam vacuolos corados em marrons nos tibulos contornados proximais. (Tc= tibulo coletor,
Pct= tiibulo contornado proximal, Dct= tibulo contornado distal e Rc= corpusulo renal). Barra = 10 um.

4.3. Atividade enzimatica
Os animais da horta com uso de pesticidas proximas ao ambiente antropizado

apresentaram maior atividade da enzima MPO no figado, do que os animais da horta orgénica.
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Os individuos de H1 apresentaram atividade de MPO variando de 3,29E-02 a 7,04E-03. E os

espécimes de H2 tiveram a atividade enzimatica variando de 3,35E-02 a 1,56E-03 (Figura 9).

Atividade de MPO

4,00E-02
3,50E-02
3,00E-02

2,50E-02

2,00E-02

1,50E-02

Atividade Especifica

1,00E-02

5,00E-03

1L
0,00E+00

B Ativ. Espec. (UE/mg ptn) Agrotoxico [ Ativ. Espec. (UE/mg ptn) Organico

Figura 9: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no figado de lagartos Tropidurus torquatus coletados em
horta com uso de pesticidas proximas a ambiente antropizado (azul) e de horta organica proxima a zona rural
(verde). EU (unidade enzimatica) = quantidade de enzima que degrada 1 milimol de substrato/minuto.

4.4. Determinacoes analiticas

As curvas analiticas obtidas para as determinagdes de Cd e Pb apresentaram valores de
coeficiente de determinagdio R? iguais a 0,9965 e 0,9968, respectivamente, proximos da unidade
(1,00), o que indica boa linearidade (Thompson et al., 2002). Os valores obtidos para RSD
ficaram abaixo de 16% indicando boa precisdo do método. Os limites de detec¢do instrumental
foram de 0,13 e 0,50mg L', para Cd e Pb, respectivamente. Os limites de deteccdo do método
foram iguais a 0,0135 e 0,0518ugkg™!, para Cd e Pb, respectivamente, enquanto os limites de
quantificagdo foram de 0,0450 e 0,1728ugkg™!, para Cd e Pb, respectivamente. Estes valores
indicam boa detectabilidade.

Os teores de Cd e Pb encontrados em todas as amostradas ficaram abaixo dos limites de
quantificagdo do método; logo nao ¢ possivel afirmar, com precisao e exatidao, que ha indicios

de contaminagao dos tecidos. Contudo, seis amostras (3 fémeas, 2 machos e MJ) apresentaram
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teores de Cd acima do limite de detec¢do instrumental e uma das amostras de figado de macho
apresentou teor de Pb acima deste valor, ou seja, houve sinal para esses elementos nessas

amostras, porém ele ndo pode ser quantificado.
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5. DISCUSSAO
5.1. Morfometria linear
Tropidurus torquatus apresenta dimorfismo sexual, sendo os machos, na maior parte
das vezes, maiores que as fémeas (Giaretta, 1996). Os individuos jovens e as fémeas apresentam
manchas amarelas em seu ventre e os machos apresentam manchas pretas (Pinto et al., 2005).
Os animais coletados para esse trabalho apresentaram variagdo de tamanho maior do
que os encontrados em outros trabalhos com a espécie. Vieira ef al. (2011) em populacdes de
T. torquatus de Alegrete, Rio Grande do Sul, Brasil, encontrou CRC médio para as fémeas de
88,0mm + 9,0mm e a maior amostra medindo 101,6mm, e para machos o CRC médio de adultos
foide 110,9mm £ 11,9mm e a maior amostra medida 130,5mm. Os autores consideraram jovens
individuos sexualmente imaturos, € encontraram CRC médio de 46,8mm + 10,4mm e o menor
individuo capturado com média de 30,6mm. Vitt & Goldberg (2012) encontraram fémeas
adultas da mesma espécie em Exu, Pernambuco, Brasil, variando o CRC de 70,0-107,0mm e

machos adultos variando de 71,0-109,0mm.

5.2. Lesoes histologicas
O figado ¢ a maior glandula e o segundo maior 6rgao do corpo, ficando atras somente
da pele (Junqueira e Carneiro, 2013). E considerado um dos 6rgaos mais sensiveis para mostrar
alteracdo bioquimica, fisiologica e estrutural apds exposicao a varios tipos de poluentes
ambientais (Giari et al., 2007).
As células do figado de répteis sdo equivalentes as células dos outros vertebrados,
exceto pelo melanomacréfago, que ndo estdo presentes em aves € mamiferos, ocorrendo apenas

em animais ectotérmicos (Gans e Gaunt, 1998).
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Melanomacrofagos sdo macrofagos portadores de pigmento que desempenham papel na
destruicdo, detoxificagdo e reciclagem de materiais endogenos e exdgenos, sendo excelentes
biomarcadores ambientais. (Franco-Belussi et al., 2012; Passantino et al., 2014).

A melanina presente nos melanomacréfagos possui func¢do antioxidante, auxiliando na
protecao dos lipidios das membranas celulares de ataques de radicais livres (Garcia et al., 1997),
dessa forma ¢ esperado que, em ambientes antropizados, tais substancias sejam mais abundantes
e/ou maiores, se comparadas com individuos de reservas ecoldgicas ou areas rurais, onde ha
menor interferéncia de poluentes.

O estudo de lesdes ou anormalidades nos niveis celular e tecidual, pela Histologia,
representa uma Otima ferramenta para monitoramento da qualidade ambiental, j& que pode
apresentar alteracdoes que muitas vezes ndo sdo percebidas através do comportamento ou
fisiologia do animal (Au, 2004; Schwaiger et al., 1997).

Diversos trabalhos utilizando histologia em 6rgdos de animais ectotérmicos (anfibios,
répteis e peixes), notaram o efeito de substancias pesticidas em Orgdos dos mesmos. Os
resultados observados em trabalhos com animais ectotérmicos em comparacao ao do presente

estudo sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados encontrados em trabalhos de histologia hepatica de ectotérmicos.
Figado de animais contaminados com pesticidas e/ou

Espécie e autor
proximos ao ambiente antropizado

Tropidurus torquatus - Citoplasma dos hepatodcitos com vacuolos;
(Reptilia) - Fibrose tecidual;
(Presente trabalho) - Grande quantidade de melanomacrofagos.
Eremias argus - Hepatocitos com nucleos ausentes;
(Reptilia) - Citoplasma dos hepatdcitos com vacuolos;

(Chang et al., 2017) - Sinusoides estreitos.




Eremias argus
(Reptilia)

(Chang et al., 2016)

- Hepatocitos encolhidos e com nucleos ausentes;
- Citoplasma dos hepatocitos com vacuolos;
- Fibrose tecidual,

- Sinusoides estreitos.

Eremias argus
(Reptilia)

(Chen et al., 2017)

- Citoplasma dos hepatdcitos com vacuolos;
- Fibrose tecidual;
- Sinusoides estreitos e congestionados;

- Melanomacréfagos (depdsito de melanina).

Eremias argus
(Reptilia)

(Chen et al., 2016)

- Hepatocitos com nucleos pequenos ou ausentes;
- Citoplasma dos hepatdcitos com vactolos;

- Sinusoides estreitos.

Podarcis bocagei

- Hepatocitos encolhidos;

- Fibrose no tecido;

(Reptilia)
- Citoplasma do hepatdcito com vactiolos;
(Amaral et al., 2012)
- Melanomacrofagos.
Eupemphix nattereri
(Amphibia) - Melanomacrofagos.

(Franco-Belussi et al., 2013)

Oreochromis niloticus

(Actinopterygii)

(Abdel-Moneim et al., 2016)

- Citoplasma do hepatdcito com vactiolos;
- Sinusoides estreitos e congestionados;
- Fibrose tecidual;

- Melanomacréfagos.
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A maior incidéncia de vacuolizagdo de hepatdcitos, encontrados na maioria dos

trabalhos citados na Tabela 2, pode ser consequéncia do acimulo de lipidios e carboidratos
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(Abdel-Moneim et al., 2016; Amaral et al., 2012). Este pode ser um mecanismo de defesa
contra contaminantes lipossoliveis, embora o acimulo de lipidios também seja considerado um
armazenamento fisiologico normal (Sylvie et al., 1996).

Com excecdo do presente estudo e dos realizados por Abdel-Moneim et al. (2016) e
Amaral et al. (2012), todos os autores induziram a contaminac¢ao dos individuos com algum
xenobiotico (substancia quimica nociva ao organismo) e assim conseguiram controlar o tempo
e a dosagem em que o animal era exposto ao contaminante. Dessa forma, perceberam que o
tempo de exposicdo e a dosagem influenciam diretamente nas modificagdes histopatologicas
encontradas nas amostras. Como este estudo utilizou animais coletados em ambientes naturais,
nao foi possivel controlar o tempo e dosagem dos contaminates, porém, os resultados
encontrados mostram que individuos adultos e, portanto, que estdo ha mais tempo em contato
com o xenobidtico em relacao ao individuos jovens, apresentam maiores danos nos orgaos
analisados.

Carrasco et al. (2016), utilizando duas espécies de anuros de locais distintos (reserva
ecologica e propriedades agricolas), observaram que o ambiente antropizado também promoveu
alteragdes no metabolismo hepatico dos animais, sendo notado pelo maior numero de
melanomagréfagos encontrados no figado dos animais das propriedades agricolas, o que
corrobora o resultado encontrado neste trabalho, j4 que os animais da horta com uso de
controladores de pragas estavam proximos ao centro urbano, diferentemente dos animais da
horta organica, que se encontravam afastados da antropizagao.

A coloracdo de Mallory-Parker localiza acimulos de chumbo, cobre e ferro nos tecidos
(Tolosa et al., 2003). Foi usada pela primeira vez em histologia de lagartos neste estudo, porém
teve reagdo negativa para detecgdo desses metais. Isso pode ter ocorrido, devido ao baixo uso

de metais nos agrotoxicos, que atualmente e na maioria das vezes, sdo agrotoxicos organicos
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organo-sintéticos (organoclorados, organoclorofosforados, organofosforados e
organocarbamatos).

No trabalho desenvolvido por Amaral et al. (2012) e no presente estudo, além da
coloragdo de rotina (HE), foram utilizadas também coloragdes especiais. Amaral et al. (2012),
usando Tricromio de Masson, conseguiram localizar areas de fibrose no figado dos animais das
areas de cultivo de milho que recebiam um conjunto de pesticidas, o que ndo foi observado nos
animais da area tratada com pesticidas utilizados neste trabalho.

Trabalhos com histologia do rim, envolvendo ecotoxicologia, sao escassos. Nesse
trabalho foi observado que os rins dos individuos adultos apresentaram vesiculas que coraram
em cor marrom na coloragao HE, nos tubulos contornados proximais.

A fun¢do do tabulo contornado proximal ¢ extremamente importante, sendo que,
segundo Banks (1991), ¢ o segmento mais facilmente afetado pelos processos patoldgicos e
pelas substancias toxicas.

O citoplasma das células dos tubulos proximais possui canaliculos que tém capacidade
de absorver macromoléculas. Nesses canaliculos formam-se vesiculas de pinocitose, que jogam
na célula macromoléculas que atravessaram a barreira de filtracao glomerular. Essas vesiculas
se fundem com lissosomos e digerem as moléculas (Junqueira & Carneiro, 2013).

As vesiculas observadas na presente pesquisa podem ser substancias filtradas no sangue

dos animais, porém sdo necessarios estudos mais aprofundados para a confirmacao.

5.3. Atividade enzimatica
A inflamagao ¢é reconhecida como um processo bioquimico e celular que acontece no
tecido conjuntivo e ¢ considerada, na maioria das vezes, uma resposta protetora cuja fungdo ¢
livrar o organismo da causa inicial da lesdo celular e das consequéncias dessa lesdo (Collins,

1999; Rote, 1998).
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No presente trabalho, animais de horta com uso de pesticidas proxima a ambientes
antropizados apresentaram maior atividade da enzima MPO do que os animais da horta organica
proxima a zona rural. A enzima MPO ¢ encontrada predominantemente em granulos azurdéfilos
de leucocitos polimorfonucleares. Bradley et al. (1982), mostraram que o nimero de enzimas
MPO esta diretamente ligado ao niumero de neutrofilos no tecido, ou seja, quanto maior o
numero de MPO, maior o grau da inflamagao tecidual.

O numero de trabalhos relacionando o atividade da MPO e agrotoxicos sdo escassos,
porém sabe-se que diversos autores utilizam a atividade dessa enzima para quantificar
inflamac¢ao no sangue, pele, figado e rim (Takahara et al., 1997; Miliani et al., 1994; Murphy
et al., 2002; Takahara et al., 1995; Cruz-Baquero et al., 2017).

Os resultados encontrados na bioquimica refor¢cam os encontrados na histologia, porém

sdo necessarios maiores estudos sobre a relagdo da MPO e os pesticidas e poluentes ambientais.

5.4. Acimulo de metais toxicos

Apesar de alguns trabalhos terem encontrados cadmio e/ou chumbo nos tecidos de
lagartos contaminados com agrotoxico (Avery et al., 1983; Burguer et al., 2004; Campbell &
Campbell, 2000; Marquez-Ferrando et al., 2009), no presente trabalho, os teores de acumulo de
chumbo e cadmio no figado dos animais da horta com agrotoxico ficaram abaixo do limite de
quantificagdo do método, ou seja, ndo pode ser afirmado que houve acimulo no 6rgao
analisado.

Porém, estudos anteriores revelaram que o figado tem um alto potencial de acumulacao
de cadmio (Campbell et al., 2005; Loumbourdis, 1997; Mann et al., 2007; Trinchella et al.,

2006).
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Como grande parte dos agrotoxicos utilizados atualmente ndo possuem metais, o nivel
de acumulo destes elementos pode ser baixo nos animais, por isso, a utilizacdo de uma

metodologia mais sensivel se torna necessaria, como a GF AAS.
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6. CONCLUSAO

A contaminagdo por pesticidas pode estar contribuindo para o declinio dos répteis
(Gibbons et al., 2000), no entanto, em pesquisas sobre ecotoxicologia de vertebrados, os répteis
continuam a ser os menos estudados (Sparling et al., 2010). Essa falta de estudos pode implicar
que as populacdes selvagens nao estejam sendo adequadamente protegidas (Banks & Stark,
1998). Neste contexto, sao de suma importancia estudos que mostrem o efeito de pesticidas
nesses animais.

O presente estudo avaliou o efeito dos agrotdxicos nos lagartos 7. torquatus em
ambiente natural, levando em conta a histologia do figado e rim, e a atividade da enzima
mieloperoxidase e a concentragdo de metais pesados no figado dos animais, contribuindo assim
para o conhecimento do impacto gerado por poluentes em animais selvagens, em especial aos
répteis.

Além do tipo, o ambiente em que as hortas se localizavam também variaram: a horta
organica estava localizada em um lugar afastado da zona urbana, e a horta com agrotéxico em
um ambiente antropizado. Como visto em outro trabalhos ja citados, areas proximas a ambiente
antropizado, com grande trafego de carros, podem alterar o metabolismo hepatico e promover
maior acimulo de componentes toxicos nos animais (Carrasco et al., 2012; Nasri et al., 2015;
Saltavor et al., 2018).

Foram encontrados resultados semelhantes aos vistos em outros trabalhos, tanto para
histologia, quanto para a bioquimica.

Nas analises histoldgica, os animais adultos da horta com uso de controladores de pragas
préximo ao centro urbano apresentaram patologias no figado. Os machos apresentaram mais
danos do que as fémeas. Ja os jovens apresentaram o figado com patologias menos acentuadas
e o rim com arquitetura tipica. O figado mostrou ser menos tolerante ao uso de controladores

de pragas e antopizacdo do que o rim.
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Para a atividade enzimatica da mieloperoxidase foi visto que, os animais da horta com
uso de pesticidas proximo a ambiente antropizado apresentaram maior atividade de MPO no
figado do que os animais da horta organica préximos a zona rural, sugerindo que os primeiros
apresentavam inflamacao no tecido.

Como nao foi possivel afirmar que houve acimulo de cadmio (Cd) e chumbo (Pb) nos
figados dos animais da horta com agrotoxico, utilizando a espectrometria de absor¢ao atémica
em chama. Como etapas futuras deste estudo, pretende-se determinar os teores dos analitos
nestas amostras empregando GF AAS, visto que esta técnica apresenta menores limites de
deteccao e melhor sensibilidade, ou seja, capaz de quantificar com precisdo e exatidao
aceitaveis os teores dos metais nas amostras.

Dessa forma, pode-se concluir que os agrotdxicos € o ambiente atropizado geram danos
fisiologicos aos répteis, € que a histologia hepatica juntamente com a quantificagdo da atividade
da MPO sdo biomarcadores tuteis que podem indicar os efeitos desses contaminantes ¢ da

bioacumulacdo em lagartos.
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