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RESUMO

BRAGA, ROBERTA DA ROCHA. Alteracdes morfolégicas em tecidos linfoide e
endodcrino de anuros sujeitos a contaminacao ambiental em areas cultivadas no
estado do Ceara. 2022. 164 f. Tese (Doutorado em Patologia Experimental e
Comparada) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2022.

Os anfibios sdo uma fascinante classe de Vertebrados que vivem uma “vida dupla”:
por compartilharem fases do desenvolvimento em ambientes aquatico e terrestre e
pela sensibilidade fisioldgica e imunoldgica a estressores externos, sdo considerados
bioindicadores de equilibrio ambiental. A ordem dos anuros € a mais numerosa, tendo
sido bastante utilizada para biomonitoramento ambiental. No semiarido brasileiro, o
Rio Jaguaribe é um manancial de grande importancia, que vem sendo ameacado pela
ma& gestdo de seus recursos e pelo risco de contaminacdo quimica associada aos
polos de agricultura irrigada. O objetivo deste trabalho foi avaliar biomarcadores
morfolégicos e medir elementos quimicos potencialmente téxicos em amostras de
tecidos de Leptodactylus macrosternum (Anura: Leptodactylidae), anuro nativo,
abundante e amplamente distribuido, a fim de utiliz4-lo como possivel ferramenta de
biomonitoramento de agrossistemas na microrregido do Baixo Rio Jaguaribe. Para
isso, cento e vinte individuos foram coletados em areas cultivadas e néo cultivadas do
municipio de Tabuleiro do Norte, Ceara, de maio a junho de 2017. Através da técnica
de ICP-MS, elementos quimicos potencialmente téxicos foram quantificados em
amostras secas das carcacas dos espécimes, enquanto alteragcdes morfoldgicas
foram investigadas por meio de necrépsias e avaliagéo histopatologica de seus 6rgaos
endacrinos e linfoides. Os elementos potencialmente toxicos As, Cd, Cr, Co, Cu, Fe,
Mn, Ni, Pb e Zn foram detectados nas amostras. Foi observada predominéncia de
lesbes degenerativas (41,0%), seguidas de proliferativas (23,2%), inflamatérias
(17,2%) e circulatorias (14,4%). Boécio nodular coloide, infiltrado granulocitico,
hiperplasia e degeneracdo vacuolar foram as principais alteracbes observadas em
tireoides, paratireoides, ilhotas pancreaticas e glandulas interrenais, respectivamente.
Hiperplasia epitelial e atrofia de bainhas linfociticas periarteriolares foram as
alteracbes predominantes em timo e bago, respectivamente. As frequéncias de
citolise do paréngquima com infiltrado granulocitico em paratireoides, da maioria das

lesbes de timo e de infiltrados granulociticos em bago foram significativamente
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superiores em areas cultivadas (p<0,05). Acimulos de Cu, Mn e Zn se mostraram
superiores as de uma espécie congénere também do nordeste do Brasil. A maioria
dos individuos analisados foi classificada no grupo sob maior influéncia de Co, Zn, Fe
e Pb, provavelmente provenientes de duas fontes distintas. Foi observada tendéncia
ao maior acumulo de As em areas cultivadas e de Pb em areas néo cultivadas, embora
nao tenha sido comprovada diferenca significativa das concentracdes entre as duas
areas. A estatistica multivariada mostrou influéncia significativa de compostos
inorganicos potencialmente téxicos nas alteragBes histologicas observadas,
principalmente na vacuolizacdo das ilhotas pancreéticas e na hiperplasia do estroma
esplénico. Os elementos quantificados responderam por 60,2% da variancia dos
dados analisados, 0 que ressalta a interacdo de outros fatores (fragmentacédo de
habitat, aumento de temperatura e da radiacao ultravioleta, reducéo da pluviosidade,
presenca de compostos quimicos organicos, estressores de presenca humana, dentre
outras possibilidades) nas alteracdes observadas. Os resultados sugeriram que a
espécie L. macrosternum ¢é potencial bioindicadora regional de elementos
potencialmente toxicos. Contudo, biomarcadores morfoldgicos podem néo ser
sensiveis o suficiente em todos os tipos de tecidos para medir o efeito de elementos

guimicos inorganicos potencialmente téxicos na regido avaliada.

Palavras-chave: Anfibios, contaminantes, histopatologia, biomonitoramento, Brasil
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ABSTRACT

BRAGA, ROBERTA DA ROCHA. Morphological alterations in endocrine and
lymphoid tissues of anurans susceptible to agricultural environmental
contamination in Ceard state, Brazil. 2022. 164 f. Thesis (PhD In Comparative and
Experimental Pathology) — School of Veterinary Medicine and Zootechnics, University
of S&o Paulo, S&o Paulo, 2022.

The amphibians are fascinating Vertebrata that live a “double life”: because they share
development stages in terrestrial and aquatic environments, and for their physiological
and immunological sensibility to external stressors, they are considered bioindicators
of environmental balance. The order Anura comprises the most significant number of
species and has been widely employed in biomonitoring. In the Brazilian semiarid
region, the Jaguaribe River is a prominent source threatened by poor management of
its uses and the chemical contamination risk associated with irrigated agriculture. The
objective of this work was to evaluate morphological biomarkers and to measure
potentially toxic chemical elements in tissue samples of Leptodactylus macrosternum
(Anura: Leptodactylidae), a native, abundant and widely distributed anuran, in order to
apply them as a biomonitoring tool in Lower Jaguaribe Valley River agrosystems,
northeastern Brazil. For this purpose, one hundred and twenty specimens were
collected in cultivated and non-cultivated areas from Tabuleiro do Norte municipality
from May to June/2017. The ICP-MS technique quantified potentially toxic elements in
carcasses’ dry samples, while lymphoid and endocrine morphological alterations were
investigated through post morten examination and histopathology. As, Cd, Cr, Co, Cu,
Fe, Mn, Ni, Pb and Zn were detected in the samples. Predominant lesions were
classified in degenerative (41,0%), followed by proliferative (23,3%), inflammatory
(17,2%) and circulatory (14,4%). Nodular colloid goiter, granulocytic infiltration,
hyperplasia and vacuolar degeneration were the most significant observed alterations
in thyroids, parathyroids, pancreatic islets and interrenal glands, respectively. Epithelial
hyperplasia and periarteriolar lymphocytic sheaths atrophy were the predominant
changes seen in the thymus and spleen, respectively. The frequencies of parenchymal
cytolysis with heterophilic infiltration in parathyroids, most thymus lesions, and splenic
heterophilic infiltration were significantly higher in cultivated areas (p<0,05). Cu, Mn
and Zn concentrations showed superior to those measured in another northeastern

congener species. Most likely come from two different origins, Co, Zn, Fe, and Pb
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influenced most examined individuals. Although significantly different concentrations
were not observed between the areas, the element As tended to get higher
concentrations in cultivated, while Pb showed it in non-cultivated areas. Multivariate
statistic tests revealed that potentially toxic inorganic compounds significantly
influenced the histology alterations, mainly the pancreatic islets vacuolization and
splenic stromal hyperplasia. The quantified chemical elements explained 60,2% of the
data variance, bringing out other factors (habitat fragmentation, higher temperatures
and ultraviolet radiation, lower rainfalls, organic contaminants, human presence
stressors and others). The current findings suggested L. macrosternum as a virtually
environmental bioindicator of chemical contamination. However, morphological
biomarkers may not be sensitive enough to measure these chemical effects in every

tissue.

Keywords: Amphibians, contaminants, histopathology, biomonitoring, Brazil
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1. INTRODUCAO GERAL

Os anfibios sdo uma fascinante classe de Vertebrados que vivem uma “vida
dupla”: infancia na agua e idade adulta sobre a terra. Atualmente, mais de oito mil
espécies sado descritas, dentre as quais 90% fazem parte da ordem Anura
(AMPHIBIAWEB, 2020).

Na rotina da maioria das pessoas, isto inclui médicos veterinarios, os anfibios
representam um téxon distante, de importancia desconhecida ou negligenciada. No
entanto, eles sdo essenciais tanto para o ambiente, nas redes ecoldgicas como
reguladores da cadeia alimentar, quanto para os humanos, como produtores de
biomoléculas, patriménio cultural, bioindicadores e, mais recentemente, como animais
de estimacéao (OSHIRO, 2021).

Bioindicador é definido como qualquer organismo vivo que pode ser utilizado
para avaliar a salude de um ecossistema natural. Devido a descarte de residuos
industriais, poluicdo do ar, contaminacdo de &aguas e solos, praticas agricolas
precarias e degradacdo florestal, muitas alteragbes ambientais tém afetado a
diversidade, a riqueza e a saude fisica de muitas espécies animais (HOLT e MILLER,
2010). Como o conceito de “Saude Unica” (One Health) tem mostrado (WHO, 2017),
esses parametros fornecem informacfes globais sobre a salde ambiental. Desta
forma, diferentes taxa demonstram as adequacdes de seus ambientes especificos.
Neste contexto, os anfibios desempenham um papel ainda mais importante, como
bioindicadores tanto de ambientes aquaticos quanto terrestres (VENTURINO et al.,
2003).

O declinio mundial das populacdes de anfibios preocupa cientistas ha trinta
anos. A primeira hipétese causal foi a perda de habitats por degradacao florestal,
entretanto, isto ndo explicaria esse declinio mesmo em areas remotas do planeta
Terra. Posteriormente, pesquisadores concluiram que o Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd), um fungo considerado benigno para solos e plantas, estaria
causando uma infeccdo de pele fatal para diversas espécies de anfibios. Estima-se
que pelo menos 501 espécies de anfibios desapareceram devido a infeccao fatal pelo
Bd. Por esta razdo, hoje o Bd é apontado como uma das maiores ameacgas a
biodiversidade que ja foi documentada, responsavel sozinho pelo declinio e extin¢cao
de centenas de espécies (SCHEELE et al., 2019).
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Além do contexto de saude animal dos anfibios, é plausivel comparar,
guardando as devidas proporcdes, a panzootia de Bd com a pandemia de Sars-Cov2
nos seguintes aspectos: 1) organismos mundialmente distribuidos, mas cujas cepas
patogénicas se disseminaram a partir da Asia através do transporte e comércio global;
2) altamente transmissiveis entre multiplas espécies e relativamente estaveis; 3) bem
adaptados a seus hospedeiros e aptos a se difundir a partir de seus reservatorios
assintomaticos. Além disso, como muitas doencas emergentes, pode ter sido
disparada e estar sendo mantida pelas mudancas ambientais e climéaticas (SCHEELE
et al., 2019; GANESH et al., 2021). Essa situacado configura apenas uma perspectiva
dentre muitas possibilidades de desastres sanitarios envolvendo fauna silvestre, meio
ambiente e doencas emergentes.

Pelo que foi explanado, deve-se observar, cuidar e conservar os anfibios. Eles
sdo um eficiente espelho do status sanitario do ambiente em que estdo inseridos,

enguanto ajudam nas tomadas de decisdes sobre saude publica, ambiental e animal.

Esse texto foi publicado em: BRAGA, R.R. What can Amphibians Tell us about Environmental Health?
Acta Scientific Veterinary Sciences, v. 3, n. 8, p. 18-19, 2021. Disponivel em
https://actascientific.com/ASVS/ASVS-03-0179.php )
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.VALE DO JAGUARIBE: UM OASIS EM PERIGO NO SEMIARIDO
BRASILEIRO — REVISAO SISTEMATICA SOBRE CONTAMINACAO
AMBIENTAL E POTENCIAIS DANOS A BACIA E A SEUS USUARIOS

A demanda mundial por agua tem crescido 1% ao ano desde 1980,
especialmente atribuida ao aumento da populacdo e a mudanca nos perfis de
producdo e consumo. A expectativa atual € de que haja um incremento de 20 a 30%
nessa demanda até o ano de 2050, pressionando mais ainda bilhdes de pessoas que
vivem em areas com restricao hidrica (UNESCO,2019). Segundo a organizacdo nao
governamental WaterAid (2019) e a FAO (2019), o Brasil e parte dos paises da
Ameérica do Sul sdo considerados sob baixo risco de crise de escassez de agua
potavel, porque concentram o maior manancial do mundo, com mais de 28% das
fontes renovaveis.

No Brasil, entretanto, a dadiva de conter a maior fonte de 4gua potavel do
mundo entra em conflito com a gestdo do uso das bacias hidrograficas. Embora
abundante, a agua nao € distribuida uniformemente entre as diferentes regides do
pais, devido a diferencas geograficas, climaticas e ao uso indiscriminado. No inicio
dos anos 90, as novas legislacfes estaduais para regulacao do uso racional da agua
entraram em vigor progressivamente nos diferentes estados brasileiros, culminando
com a Lei das Aguas (Lei Federal n°9.433/1997), que, baseada no protocolo de Dublin
(1992), descentralizou a gestdo da agua e estabeleceu a Politica Nacional de
Recursos Hidricos (JOHNSSON E KEMPER,2005; LEGADO BRASIL, 2010).

O atualmente denominado “semiarido brasileiro” ocupa todo o centro da
regido Nordeste e norte da regido Sudeste, apresentando forte insolacédo,
temperaturas relativamente altas, irregularidade e escassez de chuvas, concentradas
em periodos de trés a quatro meses por ano, considerados insuficientes para suprir
0s mananciais locais. Os indicadores socioecondmicos sdo os piores do pais, ainda
atrelados a uma estrutura agraria arcaica, concentracdo de renda e mé distribuicéo
de terras (SILVA et al., 2010). Nesse contexto, o Ceara (Figura 1) € um dos estados
do semiarido no qual os efeitos da seca sdo mais expressivos. Como solugao, o
Governo tem atuado tentando perenizar suas bacias hidrograficas, dentre elas, a

bacia do Rio Jaguaribe (BRASIL, 2010). O Rio Jaguaribe se localiza cartograficamente
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entre 4°30’ e 7°45’ de latitude sul e 37°30’ e 41°00’ de longitude oeste. Nasce no
municipio de Taua, sudoeste do estado, e desagua no Oceano Atlantico, no litoral
leste do Ceara, entre os municipios de Aracati e Fortim. Percorre 610 km de extenséo
e sua bacia ocupa quase 76 mil km?, o que representa mais de 50% da area total
cearense. E dividida em cinco sub-bacias (do Alto / Médio / Baixo Jaguaribe, do Rio
Salgado e do Rio Banabuil), e atende a 80 municipios. Esta inserido no bioma
Caatinga, de relevo composto por planicies fluviais, Depressdo Sertaneja e maci¢os
residuais, com formagdes vegetais tipo savana-estepe e florestas estacionais. O
clima, em maioria, se apresenta semiarido, com temperatura média anual de 27°C e
indice pluviométrico por volta de 740mm por ano. Devido a ampla extensao,
compreende varias areas de transicao climatica e floristica, ambientes mais umidos e
estratos herbaceos estacionais (GATTO, 1999; CEARA, 2009). A regi&o do estuario
€ caracterizada como uma planicie flivio-marinha, onde predominam as florestas de
manguezal, falésias e dunas, com clima tropical subumido, classificado como parte do

“litoral setentrional do Brasil” (AB'SABER, 2001).

Figura 1. Localizacao geografica do estado do Ceard, regido nordeste do Brasil. A) Posicdo, dimensdes
e limites; B) Bacias hidrogréficas, apresentando as sub-bacias que compdem o Vale do Rio Jaguaribe.
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Fonte: IPECE (2020).
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Ao longo de muitas décadas, o gerenciamento das aguas na regido semiarida
vem sendo desafiador para os governos e 6rgaos de gestao hidrica, pois as condi¢des
climaticas originais e o crescimento da densidade populacional aumentam a
vulnerabilidade da regido aos eventos de secas. Dentre as intervengfes de carater
permanente que tém sido realizadas para atenuar os impactos econdmicos, sociais e
ambientais das secas, estdo a construgdo de “acudes”, reservatérios artificiais que
modificaram a paisagem e permanecem sustentando a vida e as atividades produtivas
do semiéarido (BRASIL, 2017). A perenizacédo do Rio Jaguaribe se deu pela construcéo
de mais de quatro mil acudes, dentre os quais Ords, Banabuiu e Castanhdo que
comportam juntos cerca de 10 bilhdes de m3 de agua, quase 80% de todo o volume
da bacia (JOHNSSON E KEMPER, 2004).

A partir dos anos 1960, a construcdo de reservatdrios e as politicas de
incentivo ao desenvolvimento possibilitaram o inicio da agricultura irrigada no estado.
A implantacdo dos perimetros irrigados, nas décadas seguintes, trouxe grandes
empresas multinacionais e necessidade de intensa modernizag&o para o incremento
da produtividade agricola (PEREIRA E CUELLAR, 2015). O conceito capitalista da
“‘Revolugao Verde” influenciou os governos a criarem legislacbes especificas para
liberacdo de crédito agricola destinado a aquisicdo de equipamentos e insumos,
dentre os quais os pesticidas (denominados popularmente de “agrotdxicos”)
(FREITAS E BOMBARDI, 2018).

Os pesticidas sdo compostos quimicos utilizados para o controle de pragas
na agricultura, aumentando sua produtividade. Compreendem inseticidas, fungicidas,
herbicidas, rodenticidas, moluscicidas, nematicidas dentre outros. Teoricamente, 0s
agrotoxicos devem ser letais apenas para espécies-alvo; porém, na realidade do uso
indiscriminado, acabam sendo téxicos também para humanos, animais e meio
ambiente em geral, fato que justifica a necessidade de controle rigoroso de seu uso
(AKTAR et al.,, 2009). Metais pesados podem estar contidos em agrotdxicos,
fertilizantes ou em outros insumos, e também podem causar danos ambientais. Dentre
os efeitos a saude humana e animal estéo disrup¢céao enddcrina e suas consequéncias
metabdlicas, alteragbes neuroldgicas, desajustes reprodutivos e carcinogénese
(GUPTA, 2007).

Ha pelo menos quinze anos, pesquisas vém apontando para contaminacao
das areas de agronegocio associadas aos perimetros irrigados do Jaguaribe e

impacto antropico sobre o seu leito fluvial e marinho. Herbicidas, inseticidas e metais
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pesados ja foram detectados em aguas superficiais, profundas e em sedimentos, no
organismo de peixes e de algumas espécies de invertebrados. Também foram
realizados estudos epidemiolégicos sobre intoxicacdo em seres humanos (LACERDA
et al., 2004; ALEXANDRE, 2009; DA-SILVA-DIAS et al., 2013; GAMA et al., 2013;
COSTA E LACERDA, 2014).

O objetivo desta revisédo foi quantificar e qualificar os estudos toxicologicos
realizados na bacia do Rio Jaguaribe, expondo as espécies afetadas e discutindo sua
importancia num contexto de saude animal, ambiental e humana.

Foi realizado um levantamento bibliografico no Google Scholar, utilizando os
descritores "Jaguaribe", "contaminacdo", "pesticidas", "metais”, no periodo de
setembro de 2019, com atualizacdo em janeiro de 2020. Os resultados foram
organizados em planilha e classificados de acordo com o tipo, ano de publicacéo,
tema principal e secundario. Foi feita uma triagem das publicacdes relacionadas ao
assunto, sendo incluidas todas aquelas que continham informacdes toxicologicas de
interesse sobre a regido da Bacia do Rio Jaguaribe. Foram excluidas as citacdes, as
publicacdes sem relacéo direta com o tema e as dissertagbes ou teses que geraram
artigos publicados em revistas indexadas, cujos conteudos eram repetidos. Foi
realizada estatistica descritiva dos resultados e eventuais metandlises de dados
publicados, incluindo teste do Qui-quadrado, correlacdo e regressdo linear,
executados no software R v.3.6.1.

Foram retornados 183 titulos, entre artigos cientificos, dissertacdes ou teses, e
citacfes. Apos a avaliacdo de conteudo, foram incluidos 34 titulos, publicados entre
2004 e 2019, sendo 21 artigos de pesquisa, 6 dissertacdes de mestrado, 2 artigos de
revisdo, 1 resumo de evento cientifico, 1 projeto de pesquisa, 1 livro na integra, 1
capitulo de livro, e 1 relatério técnico. Os temas principais foram classificados como
“pesticidas”, “metais”, “PAHs” (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons; hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos) e “descritivos” (referindo-se a trabalhos de descri¢cdo
geografica, politica, social ou econdémica). Os temas secundarios se referiram ao tipo
de amostra estudada ou método, incluindo as aguas, sedimentos, saude humana,
biomarcadores e analise de risco epidemioldgico. Outros temas secundarios incluiram

relatorios e dossiés de gestao politica e econdmica (Tabela 1).



Tabela 1. Classificagéo e distribuicdo das publicacdes selecionadas, por temas.

Temas Primario

Secundario PESTICIDAS METAIS PAHs DESCRITIVOS TOTAL %
Agua 3 8 - - 11 323
Sedimentos 1 1 - 4 117
Saude Humana 7 - - - 7 205
Bioindicatores - 4 - - 4 117
Anélise de risco 3 - - - 3 8,8
Outros - - - 5 5 14,7
TOTAL 15 13 1 34 100,0
% 441 38,2 29 14,7 100,0

Fonte: Braga (2021)

25

O Grafico 1 apresenta a frequéncia de publicacdes sobre o tema no periodo. O

ano com maior numero de publica¢cdes foi 2013 (n=7), especialmente estudos sobre

acumulo e distribuicdo de pesticidas e metais nas aguas.

Gréfico 1. Frequéncia de distribuicédo de publicacdes selecionadas sobre o tema, de 2004 a 2019.
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Fonte: Braga (2021)

2.1.1. Relatérios e publica¢cdes descritivas

Johnsson e Kemper (2004) coordenaram um projeto de pesquisa do Banco

Mundial, do qual rendeu um dossié sobre a situacdo (a época) da Bacia do Rio

Jaguaribe, seus usuarios, gestores, politicas publicas e estratégias de uso
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sustentavel. Houve revisdo de documentos primarios e entrevistas com usuarios. As
principais questdes da gestdo eram a escassez de agua da regido semiarida e as
secas recorrentes; o crescimento urbano e a construgdo de desvios do leito do rio para
alimentar outras regifes; a qualidade da a&gua e a contaminacdo ambiental; as
enchentes periodicas, devido a irregularidade das precipitacbes, e a
operacdo/manutencédo inadequada da infraestrutura. Apos analise da rede complexa
de informagdes, concluiram que ainda existiam problemas na participacéo equilibrada
dos usuérios e na transparéncia das tomadas de decisfes. Julgaram que os anos 80
e inicio dos anos 90 foram mais favoraveis a mudancas no modelo de gestdo
altamente ultrapassado, porque a época pos-ditadura tinha maior predisposicdo para
a redemocratizacéo e a descentralizacdo. Apesar de haver ainda muito por fazer, a
partir daquele ponto e mesmo que lentamente os autores concluiram que o processo
estava em andamento e precisaria de mais integracdo para atingir melhores
resultados.

Entre 2007 e 2010, a Assembleia Legislativa do Estado do Ceara coordenou a
articulagédo de mais de 80 instituicbes de abrangéncia estadual ou regional a fim de
discutirem a garantia de fornecimento de agua de qualidade para as futuras geracfes
cearenses. Esse movimento, conhecido como “Pacto das Aguas”, gerou 6 livros-
relatorios, contemplando a situacdo dos recursos hidricos e a criacdo de um plano
estratégico de implementacdo de politicas publicas (CEARA, 2010). Dentre as
publicacdes, destacou-se o Caderno Regional da Sub-Bacia do Médio Jaguaribe
(CEARA, 2009), que foi apresentada como “o resultado de um grande esforco (...) que
reuniu, de forma resumida, as informacdes essenciais para orientar o planejamento
das ac¢des necessarias nesta bacia”. Contemplou as informagdes gerais de cunho
geografico e geopolitico; oferta, qualidade, demanda e balanco hidrico; aspectos
socioeconbémicos, além das acdes de desenvolvimento e gestdo das aguas. Trata-se
de uma publicacao ricamente ilustrada com mapas, graficos e tabelas, e que traz, em
suas paginas finais, quadros-resumos da pactuacéao regional, com a aplicacao de toda
a teoria que foi levantada e discutida em referéncia a bacia do Médio Jaguaribe no
Pacto das Aguas. A aplicacdo pratica mostra: uma questdo a ser resolvida; o que
fazer/como/quem/quando; as parcerias; 0s instrumentos de execucgao/formalizagao, e
0 comité fiscalizador.

Sobre o Comité Gestor da Sub-Bacia do Alto Jaguaribe, Oliveira e Uchba

(2013) compilaram e publicaram as acdes realizadas. O Comité realizou 16 reunides
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ordinarias (trimestrais) e 7 extraordinarias, entre 2006 e 2010. O conteudo das
reunides foi a descentralizacdo do uso dos recursos hidricos oriundos da sub-bacia,
conflitos entre usuérios, cobranca de uso, fiscalizagcdo e campanhas educativas
quanto a conservacao da 4gua e demais recursos naturais. Dentro das campanhas
educativas, o tema “efeitos do uso de produtos quimicos” também esteve presente.
Os autores ressaltaram também a importancia da gestao participativa neste comité,
no qual a maioria dos membros (60%) era da sociedade civil, incluindo usuarios
moradores dos entornos da sub-bacia, e 40% eram representantes técnicos de
instituicdes publicas municipais e estaduais.

Pantalena e Maia (2014) fizeram um levantamento historico da ocupacao da
regido da Bacia do Jaguaribe e relacionaram os potenciais impactos ambientais aos
diferentes ciclos econémicos que vém ocorrendo desde o século XVII. O ciclo
agropastoril € o mais longo e vem contribuindo com desmatamento da Caatinga;
erosdo do solo e das margens do rio; diminuicdo da vazao; desgaste dos recursos
superficiais e profundos; reducéo da qualidade da agua por poluentes, e aumento de
salinidade. A exploracdo mineral, o turismo, a producdo de energia edlica e a
aquicultura sdo processos mais recentes, mas também contribuem com

desmatamento, eroséo e poluicdo do manancial.

2.1.2. Analise de contaminacdo ambiental por pesticidas

Considerado o primeiro pesticida da historia, o DDT (dicloro-difenil-tricloetano)
foi sintetizado ainda na década de 1870 na Alemanha, porém suas propriedades
inseticidas somente foram descobertas na Inglaterra em 1939 e usadas amplamente
como ectoparasiticidas durante a Segunda Guerra Mundial (CARSON, 1962). Os
agrotoxicos (utilizados aqui como sindnimo de “pesticidas”) comecaram a ser
produzidos em larga escala nos anos 1950 na india, contribuindo amplamente para a
expansao da agricultura, e tendo se expandido para todos os continentes nas décadas
seguintes. Dentre os beneficios de seu uso estdo o aumento da produtividade, a
reducdo das perdas, o controle de vetores de doencas e aumento da qualidade
alimentar. Entretanto, mesmo o0s mais modernos agrotdxicos, com espectro mais
especifico, podem ainda ser perigosamente tdxicos para humanos e animais,
contaminando alimentos e produtos alimentares, ar, aguas superficiais e profundas,
solos e vegetacao (AKTAR et al., 2009).
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Antes do que foi registrado mediante analises quimicas de amostras de agua e
sedimento, autores realizaram analise de risco para contaminacéo por pesticidas no
Vale do Jaguaribe através de modelos mateméticos. Milhome et al. (2009) levantaram
informacdes sobre o perimetro irrigado Jaguaribe-Apodi, no Baixo Jaguaribe, onde ha
mais de 200 pequenos produtores e 20 empresas dedicadas a fruticultura irrigada de
algodao, ata, banana, feijao, goiaba, graviola, mamao, manga, milho, soja e uva, e
sao utilizados mais de 30 tipos de pesticidas, com destaque para inseticidas
(organofosforados, seguidos por piretroides e carbamatos). Segundo levantamentos
de andlise de risco pelos critérios de triagem da Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (EPA), 36 a 60% dos principios avaliados foram considerados
contaminantes em potencial de dguas superficiais e/ou subterraneas, baseando-se
em caracteristicas fisico-quimicas dos compostos (solubilidade em agua, coeficiente
de adsorcdo a matéria organica, solubilidade de gas-liquido, meia-vida na agua e no
solo), nas regibes do Alto e Médio Jaguaribe, sendo determinada uma lista de
compostos prioritdrios para monitoramento ambiental na regido (MILHOME et al.,
2009; GAMA et al., 2013; PINHEIRO et al., 2016).

Foi avaliada a ocorréncia de pesticidas em amostras de aguas superficiais e
profundas no perimetro irrigado Jaguaribe-Apodi, municipios de Quixeré e Limoeiro
do Norte, na regido do Baixo Jaguaribe. Avelino et al. (2013) detectaram 14,2% de
amostras contaminadas, sendo as maiores frequéncias dos inseticidas Imidacloprida
e Clotianidina, e do herbicida Atrazina. Milhome et al. (2015) detectaram 100% de
contaminacdo em amostras de aguas superficiais e 62% em aguas profundas, em
concentracbes globais de 1,1-17,3 ug/L e n.d.-8,9 ug/L, respectivamente. Os
fungicidas Propiconazol e Difenoconazol foram os mais frequentes e com maiores
concentracbes em aguas superficiais, seguidos pelo inseticida organofosforado
Clorpirifés e pela Atrazina. Sousa et al. (2016), avaliaram amostras de agua de 10
reservatorios ao longo do estado do Ceara, e detectaram em 60% deles niveis de
Atrazina 5-6 vezes superior ao limite convencionado pelo Ministério da Saude,
incluindo 7-8 pg/L de Atrazina em amostras dos reservatorios do Vale do Jaguaribe.
Oliveira et al. (2016) investigaram o destino de inseticidas organoclorados utilizados
nos perimetros irrigados da Bacia do Jaguaribe. Foram detectadas concentracfes
preocupantes de Heptacloro e Lindano em amostras de sedimentos de zona fluvial e
estuarina, que foram considerados particularmente alarmantes no dominio estuarino,

pelo risco ecoldgico a microbiota local.
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N&o foi recuperado nenhum artigo sobre concentracdes de pesticidas nos

tecidos de biomarcadores (vertebrados ou invertebrados) no Vale do Jaguaribe.

2.1.3. Efeitos dos pesticidas sobre a saude humana

No ano de 2009, um grupo de pesquisadores do Departamento de Saude
Comunitaria da Universidade Federal do Cear4 (DSC-UFC), coordenado pela médica
Raquel Rigotto, iniciou um projeto de levantamento epidemioldgico na populacdo do
Baixo Jaguaribe exposta a pesticidas. O municipio de Limoeiro do Norte, no Baixo
Jaguaribe, ganhou notoriedade nos anos 2000 devido ao aumento do numero de
intoxicacbes agudas humanas registradas pela Secretaria Estadual de Saude. Em
Limoeiro, esta instalada uma grande empresa de fruticultura, que explora a cultura do
abacaxi em larga escala para consumo interno e exportacdo, com uso de maquinario
agricola, méo de obra barata e amplo emprego de “agrotéxicos” (RIGOTTO E MATOS,
2009). Alexandre (2009) entrevistou 75 trabalhadores agricolas da regido, levantando
caracteristicas socioeconémicas e profissionais, habitos de vida, histérico familiar,
conhecimentos sobre exposicdo aos compostos quimicos em agricultura, e
submetendo-os a exames clinico-laboratoriais. Todos os entrevistados reconheceram
0 uso de pesticidas na rotina profissional e 94% deles admitiram ter tido contato direto,
numa frequéncia de exposicdo de mais de 8 horas diarias; 60% referiram ja ter
passado mal no trabalho, e 53% correlacionaram tais episédios a exposicdo aos
pesticidas (ALEXANDRE, 2009). Os achados clinicos apontaram para 63% de
sintomas neuroldgicos (cefaleia, confusdo mental, tremores, lapso de memoéria) e 45%
irritacéo ocular, que, segundo nossa metandlise foram significativamente maiores que
0 esperado (X? = 13,782; p=0,001017). Os exames laboratoriais mostraram que 48%
tiveram alteracdes nas enzimas hepaticas. Embora tenha realizado o perfil dos
trabalhadores, o autor ndo correlacionou estatisticamente os achados com a
exposicao aos pesticidas. Executamos um teste de correlacdo e uma regressao linear
para tentar investigar o aumento da relacdo TGO/TGP (transaminase oxalacética /
transaminase glutdmico-pirtvica) ao longo dos meses de exposi¢do. Segundo nossa
metanalise, apesar de haver uma tendéncia de aumento linear temporal, o modelo
nao foi suficiente para tentar explicar a relacéo, visto que existem varios outros fatores
que podem concorrer para a alteracdo das enzimas hepéticas (R?=14,62%;

p=0,0872). Em estudo de caso-controle, Rigotto et al. (2013) detectaram tendéncia
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crescente e significativa de mortalidade por neoplasias e mortalidade fetal no grupo-
caso (Russas, Limoeiro do Norte e Quixeré), com uma taxa 1,76 maior de
hospitalizacdes e 1,38 maior de mortalidade por neoplasias do que no grupo-controle.
Didgenes (2017) observou que a clientela rural da Previdéncia Social cearense tem 5
vezes mais risco de receber beneficios por neoplasias que a clientela urbana, sendo
57% de trabalhadores do sexo masculino, destacando-se os municipios de Ico,
Limoeiro do Norte e Russas com as maiores taxas de beneficios. As neoplasias mais
prevalentes sdo as de pele, seguidas pelas hematologicas. Barbosa et al. (2019)
avaliaram possivel associacdo de cancer infantojuvenil residentes em microrregioes
de perimetros irrigados, através de dados do Registro Hospitalar de Cancer (RHC) do
estado do Ceard. Foi observado um aumento de 16% na tendéncia temporal das taxas
de mortalidade por neoplasias na regido do Baixo Jaguaribe, considerada a mais alta
entre as regides ndo metropolitanas avaliadas.

Freitas e Bombardi (2018) revisaram a literatura relacionada a contaminacdes
e intoxicagcbes nos perimetros irrigados do Ceara, especificamente no Baixo
Jaguaribe, elaborando mapas epidemiolégicos, através de dados do Sistema de
Notificacdo de Agravos (SINAN) e do Departamento Nacional de Obras Contra as
Secas (DNOCS). Os resultados mostraram que, nos perimetros de Morada Nova,
Jaguaruana, Tabuleiro de Russas e Jaguaribe-Apodi, as intoxicacdes agudas por
pesticidas podem chegar a 26 casos/100 mil habitantes. Essa casuistica é 10 a 30
vezes maior se comparada as zonas urbanas, e se repete em outros perimetros
irrigados do estado, podendo chegar até 75 casos /100 mil habitantes. O Projeto de
Lei Estadual n° 18/2015 (aprovado em dezembro/2018) propés uma série de novas
normas de aquisi¢do, uso, armazenamento e transporte de pesticidas no estado, além
de proibir a pulverizacdo aérea nas areas cultivadas. Este projeto veio para substituir
a antiga Lei n°1478/2009, conhecida como Lei Zé Maria Tomé, referéncia ao ativista
gue denunciava o abuso de pesticidas pelas empresas do agronegadcio e grilagem de
terras no perimetro Jaguaribe-Apodi; lei esta que foi revogada pela Camara Municipal
de Limoeiro do Norte em 2010, logo apds o assassinato do ativista (FREITAS E
BOMBARDI, 2018).

N&o apenas as grandes empresas fazem uso de pesticidas em sua producéo.
Em assentamentos de reforma agraria no municipio de Russas, 37% dos agricultores
de subsisténcia confirmaram utilizar um ou mais principios quimicos em suas

pequenas lavouras policultoras temporarias. Desses, mais de 20% informaram ja ter
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sofrido intoxicacdo aguda por compostos organofosforados, referindo tonturas, dores
de cabeca, mal-estar generalizado, fraqueza, prurido na pele e falta de apetite.
Nenhum deles buscou servico de saude, aguardando melhora espontédnea da
intoxicagdo (CASTRO, 2008).

2.1.4. Deteccdo de elementos potencialmente toxicos (EQPT,
anteriormente denominados “metais pesados”) na Bacia do Rio

Jaguaribe

Lacerda et al. (2004) estimaram as emissfes anuais dos metais pesados de
maior impacto ambiental: Zinco (Zn), Cobre (Cu), Chumbo (Pb) e Cadmio (Cd).
Concluiram que as emissbes antropicas de Cu sdo as mais preocupantes,
compreendendo mais de 9 toneladas despejadas por ano na Bacia do Jaguaribe,
presumindo que 95% sejam provenientes de atividades agropecuarias.

Nobre et al. (2018) investigaram metais em agua e sedimentos de um aquifero
aluvionar no municipio de Itaicaba, no Baixo Jaguaribe. O municipio possui fazendas
de carcinicultura e auséncia de esgotamento sanitario para a populacdo, que ainda
utilizava (por ocasido do estudo) fossas sépticas. Encontraram altos teores de
Aluminio (Al, 0,7 e 1,8 mg/L) e Pb (11-68 ug/L) em um dos pogos amostrados, acima
dos permitidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente.

As demais publicagbes sobre EQPT no Baixo Jaguaribe compreenderam
estudos sobre o leito fluvial final e zonas de estuéario do grupo de pesquisa do Instituto
de Ciéncias do Mar (Labomar-UFC). Esses estudos incluiram os impactos
antropogénicos da eroséo, despejo de efluentes e carcinicultura praticada na regiao.
Lopes (2006) comparou as concentracfes de Cu e Zn em agua e sedimentos de
viveiros de camardo com diferentes idades e observou concentracdes de até 8mg/g
de Cu e até 68,5mg/g de Zn, sem diferenca significativa em rela¢do ao tempo de uso
dos viveiros. O excesso de metais nos viveiros poderia afetar o metabolismo dos
camardes, além de torna-los potenciais fontes de contaminagéo alimentar. Concluiu
gue o enriquecimento de Zn nos viveiros era majoritariamente proveniente de fontes
antropicas. Soares (2011) estudou os teores de Mercurio (Hg) dissolvido (~5,4ng/L),
particulado (~0,6ng/L) e total (~11,9ng/L) no gradiente fluviomarinho do estuario do
Rio Jaguaribe. Os achados sugeriram que o Hg provinha principalmente do

continente, e, nos intervalos entre as marés, grande quantidade estava ficava retida
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na zona de estuario. Apesar dos valores encontrados nao classificarem o Jaguaribe
como rio impactado pelo Hg, estimou-se que sua fracdo biodisponivel fosse
representativa o suficiente para causar impacto na cadeia tréfica, e que a
concentracdo de Hg total poderia causar efeitos crénicos para a biota aquatica local.
Lacerda et al. (2011; 2013) concluiram que era esperada uma maior exportacdo de
Hg particulado (1,8-12,6 mg/s) do rio para o estuario durantes as chuvas. Além disso,
ragOes para aquicultura, fertilizantes e cal conteriam impurezas que contribuiriam para
a carga total de Hg nos viveiros, podendo chegar a 230mg Hg Total/hectare/ciclo.
Apesar das preocupacOes citadas, Lacerda et al. (2017) calcularam que apenas
0,15% do Hg que é despejado no estuario anualmente corresponde a residuos da
carcinicultura. Da-Silva-Dias et al. (2013) compararam a influéncia das estacdes seca
e chuvosa nos teores de Cu, Zn, Fe (Ferro) e Al em matéria particulada suspensa na
zona estuarina. Concluiram que Cu, Fe e Al eram de origem litogénica, devido a maior
erosao que ocorre nessa epoca; e que seus teores médios tiveram correlacao positiva
com as chuvas. Ja 0o Zn mostrou teores mais altos na estacdo seca, e mostrou-se

correlacionado com fontes antropogénicas.

2.1.5. Avaliacao de toxicidade em biomarcadores

Valentim Neto (2004) demonstrou preocupac¢do com a saude do Caranguejo-
Ucé (Ucides cordatus) natural do estuério do Jaguaribe, uma vez que, no periodo seco
do ano 2000, pescadores relataram relevante aumento de sua mortalidade dentre
varias outras espécies de organismos estuarinos. Ciente da potencial influéncia dos
residuos téxicos sobre a saude da fauna aquatica do Baixo Jaguaribe, o autor
investigou a histologia dos 6rgaos principais e os parametros da agua, e fez um
bioensaio observando a influéncia dos efluentes de carcinicultura sobre amostra de
individuos vivos durante 30 dias. Os achados ndo apontaram para alteracdes
morfologicas organicas nos caranguejos, portanto nao foi possivel evidenciar impacto
sobre a espécie nesse experimento. Também néo foi possivel sugerir uma causa para
0 aumento da mortalidade de anos anteriores, pois possiveis aumentos de toxicidade
podem ter sido pontuais e dissipados pelos fluxos flivio-marinhos e pluviosidade
posterior.

Peres (2012) investigou biomarcadores invertebrados e suas diferentes

influéncias no acumulo de metais nos sedimentos de trés estuarios cearenses. No
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estuario do Jaguaribe, observou que a colonizacao por moluscos bivalves Mytella spp.
favoreceu o acumulo de Fe, Al e Mn (Manganés) nos perfis sedimentares até 15cm
de profundidade. Ja em areas colonizadas pelos caranguejos Uca spp., 0s teores de
Fe e Al se mostraram menores nos sedimentos, principalmente até 10cm de
profundidade, o que possivelmente se da pelo fenébmeno da “bioturbag¢ao”, capacidade
que tem os caranguejos de oxidar sedimentos devido a seus habitos alimentares.
Foram observadas influéncias semelhantes para os teores de Cu, Zn e Pb, por
bivalves e caranguejos. A origem dos metais foi estimada com quantificacdo das areas
nao colonizadas e uso de matrizes de correlacédo. A concluséo foi que Fe, Cu, Zn e
Pb mostraram-se altamente correlacionados entre si, portanto sua origem e/ou
mecanismo de deposicéo deveriam ser as mesmas, diferentes de Al e Mn.

Costa e Lacerda (2014) investigaram os teores de Hg em peixes consumidos
em varias vilas ao longo do Baixo Jaguaribe. Foram detectados teores de Hg em
amostras de musculo de 13 espécies, variando entre 0,1 e 107,5 ng/g, considerados
abaixo do limite estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
As maiores concentracdes foram detectadas na musculatura de peixes carnivoros,
demonstrando assim a biomagnificacdo através da cadeia trofica. Através de
entrevistas, estimaram a exposicdo humana ao Hg através do consumo de peixe.
Concluiram que, para as quantidades estimadas de consumo de peixe (mesmo
estando acima do consumo em outras regides), os teores de Hg encontrados naquele
momento ndo ofereciam risco de toxicose a populacgdo ribeirinha do Baixo Jaguaribe.
O mesmo grupo de pesquisa comparou os teores de Hg em musculos de espécies
nativas livres e de espécies introduzidas, mantidas em fazendas de piscicultura no
acude Castanhao, na regiao do Médio Jaguaribe. Os teores em peixes nativos foram
estatisticamente maiores que em peixes cultivados, mas ainda considerados abaixo
do limite preconizado pela ANVISA. Em um estudo prospectivo, Moura et al. (2018)
também avaliou acumulagéo de Hg na fauna estuarina, de 2007 a 2015. Foi observada
uma diferenca significativa nas concentragdes de Hg em invertebrados com diferentes
habitos alimentares, sendo mais altas em crustaceos carnivoros; porém, em peixes,
ndo foi observada diferencas estatistica entre diferentes héabitos alimentares.
Novamente, os valores encontrados estavam abaixo do limite oficial, mas os
pesquisadores acreditaram que as caracteristicas hidroquimicas e hidrodinamicas do

ecossistema em questao, estariam contribuindo para crescente biodisponibilidade de
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Hg, que, a longo prazo, e com o maior consumo regional, poderiam causar disturbios
cronicos na fauna e na populacdo humana consumidora.

2.1.6. Deteccgéao de hidrocarbonetos aromaticos

Andrade et al. (2019) avaliaram 18 tipos de PAHs ao longo do curso do Baixo
Jaguaribe. A concentracao total variou de 0,6 — 3752,0 ng/g, mostrando padrdo de
distribuicdo espacial distinto entre as areas, com as maiores concentra¢cdes em pontos
de coleta no estuario. Esses achados classificaram o estuario do Jaguaribe como
moderado a altamente contaminado (1000 — 5000 ng/g), segundo a EPA. Houve
predominio de compostos de alto peso molecular (com quatro ou mais aneéis),
incluindo pireno e fluoranteno. O Benzopireno, hidrocarboneto de alto peso molecular
conhecido por seu efeito carcinogénico em animais de laboratorio, foi detectado em
baixas concentracdes na zona estuarina. As combustdes de biomassa domeéstica e
de carvdao em olarias contribuiram mais na zona fluvial, enquanto possiveis
vazamentos de combustivel nautico contribuiram mais na zona estuarina.

Apesar de um empenho relativamente grande em medir o impacto ambiental e
a gqualidade da agua da Bacia do Jaguaribe durante o periodo dessas publicacdes,
apenas um trabalho contemplou possiveis efeitos de contaminacdo ambiental sobre
vertebrados terrestres da grande area do Jaguaribe, medindo a assimetria flutuante

de L. macrosternum em areas cultivadas (GONDIM et al., 2020).

2.1.7. Consideracdes finais desta revisao

Através de toda a literatura revista foi possivel perceber a importancia do Rio
Jaguaribe para o Ceara e para o Brasil, em termos de abastecimento de agua, para
consumo doméstico e industrial, para irrigacdo e para transporte, e para a manutencao
ecossistémica. Em sintese, para o progresso regional. Os contaminantes detectados
foram discutidos a luz da saude humana e animal. Apesar de a maioria dos estudos
concluir que os niveis de contaminagdo ainda sao baixos (comparados a outros rios),
agrotoxicos, metais e hidrocarbonetos podem causar danos irreparaveis a saude
humana, animal e ambiental a longo prazo, mesmo em baixas concentra¢cdes ou

doses.
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O monitoramento € imprescindivel, o controle e as fiscalizacfes séo inadiaveis
e punicdes aos infratores devem ser postas em verdadeira pratica. A conscientizacao
e a educacao ambiental de usuarios e populagéo beneficiada devem ser continuas. A
concentracéo de uso deve ser combatida pelas autoridades e fiscalizada por todos.

Este capitulo foi publicado na Revista de Geociéncias do Nordeste (Anexo 6):

BRAGA, R.R.; MATUSHIMA, E. R. Vale do Jaguaribe: um oasis em perigo no semiarido brasileiro —
Revisé@o sistemética sobre contaminacdo ambiental e potenciais danos a bacia e seus usuarios.
Revista de Geociéncias do Nordeste, v. 7, n. 2, p. 24-34, 2021. Disponivel em:
https://periodicos.ufrn.br/revistadoregne/ article/view/24607/14480)



https://periodicos.ufrn.br/revistadoregne/%20article/view/24607/14480
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2.2.RA-MANTEIGA (Leptodactylus macrosternum): CARACTERISTICAS
GERAIS E POTENCIAL COMO BIOINDICADOR AMBIENTAL

Os anfibios sdo considerados bioindicadores de equilibrio ambiental, tanto por
compartilharem uma vida aquatica e terrestre, quanto pela suposta sensibilidade
fisiologica e imunoldgica aumentada aos estressores ambientais (SPARLING et al.,
2010). Os anuros representam a ordem mais numerosa da Classe Amphibia, com
7252 espécies, distribuidas em 52 familias (FROST, 2020). Compdem cerca de 90%
de todas as espécies da classe e representam um importante elo entre ecossistemas
terrestre e aquatico, bem como entre saude humana, animal e ambiental (HAYES et
al., 2002).

Leptodactylidae é uma das familias de maior riqueza e abundancia das Américas
Central e do Sul. Compreende 223 espécies de anuros distribuidas em 14 géneros.
Abrange rés de médio a grande porte (chegando até 185 mm de comprimento rostro-
cloacal), terrestres, saltadoras, e com fortes membros posteriores (AMPHIBIAWERB,
2020).

O género Leptodactylus (Fitzinger 1826) compreende 78 espécies classificadas
por critérios morfolégicos, comportamentais e genéticos em quatro grupos, a saber: L.
fuscus, L. pentadactylus, L. latrans e L. melanonotus. As espécies do grupo L. latrans
sdo conhecidas popularmente como “ras-manteiga”, e incluem oito espécies de
tamanho médio a grande, dentre as quais L. macrosternum, uma das espécies de
interesse deste trabalho. Recentemente, 0 género passou por uma revisao
taxonémica que definiu geneticamente os limites antes incertos entre espécies do
grupo (MAGALHAES et al., 2020).

L. macrosternum esta atualmente distribuida na América do Sul, desde a
Venezuela até a Argentina (AMPHIBIAWEDB, 2020). Sao ras de médio a grande porte,
medindo de 48 a 98 mm de comprimento rostro-cloacal, com coloragéo corporal
variavel. A morfologia externa compreende pele lisa e mucosa, com dez dobras
dérmicas longitudinais dorsais; duas dobras longitudinais dérmicas dorsais
secundérias ou auxiliares; coloragéo posterior das coxas variando entre tons de azul,
cinza, verde e amarelo; pigmentacdo dorsal e dorsolateral composta de manchas
oceladas castanho-escuras sobre fundo castanho-claro a amarelado; coloracéo
ventral bege-clara e lisa; presenca de pares de espinhos epidérmicos escuros,

triangulares e pontudos nos polegares, e saco vocal bilobado castanho-escuro nos
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machos (MAGALHAES et al., 2020). Quanto ao seu habitat, L. macrosternum tanto
podem ser encontrados em ambientes umidos de floresta quanto em areas secas de
savanas e campos (HEYER et al. 2008), além de serem bem adaptados a ambientes
antropizados (DE LA RIVA e MALDONADO, 1999). Possuem habitos noturnos e,
guando adultos, dieta carnivora generalista (STEBBINS E COHEN 1997; DE LA RIVA
e MALDONADO, 1999; ZUG et al. 2001). Reproduzem-se por ciclo potencialmente
continuo, sendo que, na regido tropical do nordeste do Brasil, 0 pico de gametogénese
ocorre no meses de maio e junho (CHAVES, 2016). Realizam amplexo axilar e
constroem ninhos de espuma para proteger a desova, que € feita em meio a
vegetacdo (ARAUJO, 2015).

A grande maioria dos estudos experimentais com anfibios envolve Xenopus
laevis; seguidas por Bufo spp. e Lithobates (sin. Rana) spp., para estudos fisioldgicos,
ecologicos, toxicologicos e de monitoramento ambiental (BURGGREN et al., 2007,
SIMON et al., 2011; LIU et al., 2016; PULSFORD et al., 2017). Segundo D’Avila et al.
(2020), em ampla revisdo de estudos de associacdo de contaminantes quimicos com
o declinio global de anfibios, as familias Hylidae, Ranidae e Bufonidae tém sido as
mais estudadas ao longo das ultimas quatro décadas, principalmente na América do
Norte. Somente nos ultimos anos, os membros da familia Leptodactylidae vem sendo
utilizados como modelos e bioindicadores ambientais na América do Sul (VIANA,
2010; CORREIA et al., 2014).

Revisando a literatura publicada sobre o tema na América do Sul, foram

levantadas 85 publicacdes, através dos descritores “Leptodactylidae”, “environment”,

“toxicity”, “biomarker”, “Brazil” no Google Scholar. A revisdo compreendeu 63 artigos
de periddicos cientificos revisados por pares, 20 itens de literatura ndo revisada por
pares (14 dissertagdes, 2 teses, 3 monografias e 1 resumo de evento), e dois capitulos
de livro, realizados na Argentina, no Uruguai e no Brasil, publicados entre 2004 e 2020.
A maioria dos trabalhos (60,0%; n=51) teve Leptodactilideos como modelo de estudo;
os demais compreenderam citagdes na discussao dos resultados.

O Brasil publicou 52 trabalhos no periodo avaliado, seguido pela Argentina com 31.
No Brasil, dentre os trabalhos realizados com Leptodactilideos como bioindicadores
de contaminacao quimica organica e inorganica ambiental espontanea, publicados em
periodicos revisados por pares, destacaram-se Correia et al. (2014), Moresco et
al.(2015), Josende et al. (2016), Oliveira et al. (2017), Fanali et al. (2018, 2020),

Montalvéo et al. (2018), Franco-Belussi et al. (2020) e Gondim et al. (2020).
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No nordeste do Brasil, a regido do Baixo Rio Jaguaribe possui consideravel
riqueza de espécies de anuros, sendo de grande importancia para a conservagao
deste grupo no dominio da Caatinga (SANTANA et al., 2015). A Caatinga, que ja foi
uma regido considerada pobre em biodiversidade, tem revelado ampla diversidade de
espécies de fauna e flora (LEAL et al., 2005). Apesar da importancia, a Caatinga €
negligenciada pelos financiamentos publicos para pesquisa, sendo intensamente
ameacada pela fragmentacdo de habitats e uso intensivo do solo para pastagem e
agricultura (ANTONGIOVANNI et al., 2020). No contexto da exploracdo agricola, é
cada vez mais preocupante o uso de agrotoxicos e fertilizantes quimicos nos
perimetros irrigados do Baixo Rio Jaguaribe e 0s consequentes riscos as saudes
ambiental, humana e animal (BRAGA e MATUSHIMA, 2021).

Dentre as espécies de anuros nativas da microrregido do Baixo Rio Jaguaribe
(BRJ), L. macrosternum (Figura 2) € considerada abundante e estavel em status de
conservacao (AMPHIBIAWEB, 2020), portanto, se caracteriza como adequada para
um possivel biomonitoramento de toxicidade. Como outras do mesmo género, trata-
se de uma ra de médio porte, com 60 a 80 mm de comprimento rostro-cloacal, noturna,
dieta generalista e adaptada a areas antropizadas (DIXON e STATON, 1976; TELES
et al., 2014). Seu potencial como bioindicador ambiental no Vale do Jaguaribe esta
sendo investigado, com resultados importantes na avaliacdo da assimetria flutuante
(GONDIM et al., 2020) e das alteracdes gonadais (GONDIM et al., manuscrito em

elaboracao) secundarias a pressao antropica em areas de cultivo no BRJ.

Figura 2. L. macrosternum, adulto.

~

Fonte: Braga (2021). o
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2.3.BIOMARCADORES DE TOXICIDADE AMBIENTAL

Biomarcadores® sdo respostas bioquimicas, fisiolégicas e morfoldgicas de
organismos Vivos a danos organicos diversos. Os biomarcadores também funcionam
como preditores de danos futuros e servem de medida de resposta a toxicidade em
individuos, espécies, comunidades e ecossistemas. Enzimas hepaticas, proteinas
plasméticas, alteracdes sanguineas e danos ao DNA séo frequentemente medidos e
utilizados como biomarcadores de resposta a toxicidade ambiental. Entretanto, além
de enzimas e proteinas plasmaticas, a formacao de tumores e os danos celulares e
teciduais, detectaveis a necrépsia e a histopatologia, funcionam como biomarcadores
(MELANCON, 2003).

2.3.1. Anfibios e ecotoxicologia

No ultimo século, o avanco da industrializacdo resultou em contaminagédo do
meio ambiente por componentes quimicos organicos, inorganicos, radioativos,
gasosos e nanoparticulados. Dentre os componentes quimicos inorganicos destacam-
se os EQTP, cuja denominacéo atual refere-se principalmente a metais e metaloides
contaminantes que representam risco toxicolégico para ambiente, animais e humanos
(DUFFUS, 2002; POURRET e HURSTHOUSE, 2019; BRIFFA et al., 2020).

Como parte do National Pollution Discharge Elimination System, vém-se
desenvolvendo os programas de biomonitoramento, que consistem na avaliagdo de
toxicidade em populacdes de organismos endémicos de areas afetadas (NPDES,
1989 apud MELANCON, 2003). Os bioindicadores ambientais respondem aos
contaminantes funcionando como preditores de danos futuros a sua populagéo, ao
seu ecossistema e aos humanos (MELANCON, 2003). As concentracdes de
contaminantes nos tecidos dos bioindicadores informam sobre distribuicdo geografica
e temporal, bem como seus gradientes e circunstancias de contaminagéo (BEYER e
MEADOR, 2011).

1 Melancon (2003) interpreta “bioindicadores” e “biomarcadores” da mesma forma; neste trabalho,
entretanto, considero “bioindicador’ o organismo modelo de alteragdes e “biomarcador” a resposta

fisioldgica desse modelo, que sera mensurada nas analises.
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Em monitoramento ecotoxicoldgico, peixes, aves e mamiferos vinham sendo
usados como bioindicadores gerais. No entanto, ap0s o0s registros de declinio das
populacées de anfibios nas Américas, Europa e Austrélia, constatou-se que os testes
conduzidos naqueles grupos ndo poderiam ser extrapolados para proteger répteis e
anfibios. Desta forma, foram testadas espécies de anuros das familias
Ambystomatidae, Microhylidae, Hylidae, Ranidae e Bufonidae. Esses resultados
foram comparados com os de toxicidade em diferentes espécies de peixes, e
observou-se grande variagdo de sensibilidade a contaminantes organicos e metais
dentre as espécies de anfibios, mostrando concentragcdes letais superiores as dos
peixes na grande maioria dos experimentos (HOFFMAN, 2003).

Na dultima década, estudos ecologicos sobre o acumulo de elementos
potencialmente toxicos em tecidos de anuros tém sido conduzidos em diversos
continentes, especialmente em areas de mineracao e agricultura (JOFRE et al., 2012;
ADLASSNIG et al., 2013; DMOWSKI et al., 2015; PROKIC et al., 2016; SINGH et al.,
2016; KUIWA et al., 2020; THANOMSANGAD et al., 2020). No Brasil, alguns estudos
sobre acumulo e efeito de elementos potencialmente toxicos em anuros silvestres tém
sido produzidos na ultima década, entretanto, poucos deles foram publicados em
periodicos revisados por pares (CORREIA et al., 2014; ZOCCHE et al., 2014). Os
tecidos mais frequentemente analisados sdo figado, rins e muasculo esquelético,
seguidos de ossos longos, pele e intestino. Na grande maioria dos trabalhos, eles séo
analisados separadamente e, raramente, a carcaca inteira é estudada (LOMBOURDIS
e WRAY, 1998).

2.3.2. Disrupcéo enddécrina

O sistema enddcrino é responséavel pelo controle geral das funcgdes fisiologicas,
incluindo metabolismo, crescimento e reproducdo (GRECO e STABENFELDT, 2013).
A endocrinologia ambiental estuda as influéncias de fatores naturais (fotoperiodo,
temperatura, feromonios etc.) sobre o funcionamento do sistema enddcrino e seus
efeitos sobre os o6rgdos-alvo e homeostase. Diante do cenario mundial de
desmatamento e antropizacdo de ambiente naturais, passou-se também a pesquisar
a disrupcdo enddcrina, termo que define a influéncia de contaminantes sobre o
controle do comportamento, crescimento e reproducdo das espécies de vida livre
(NORRIS e CARR, 2013).
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Substancias quimicas que atuam como disruptores endécrinos podem agir por
ligacdo seletiva a receptores hormonais, estimulando (agonistas) ou bloqueando
(antagonistas) respostas mediadas por hormonios (JOBLING e TYLER, 2003).

Em humanos, diversas alteragcbes foram associadas a interferéncia de
compostos quimicos na regulacdo dos eixos enddcrinos, como, alteracbes no
desenvolvimento fetal e na diferenciacdo sexual (criptorquidismo, hipospadia, baixa
qualidade do sémen); hipotireoidismo neonatal; puberdade precoce, e autoimunidade
enddcrina (diabetes mellitus tipo 1, tireoidite de Hashimoto, doencas de Graves e/ou
de Addison, hipofisite, hipoparatireoidismo, ooforite, faléncia ovariana e insuficiéncia
testicular) (LATINI et al., 2010).

Peixes, anfibios e outros organismos aquéticos séo frequentemente utilizados
como bioindicadores de disrup¢cdo enddcrina, em geral alteracbes que ja foram
descritas em humanos. H& quarenta anos, foram registradas as primeiras alteracdes
hiperplasicas e hipertroficas em tireoides de salmonideos de &aguas gravemente
poluidas nos Estados Unidos (LEATHERLAND e SONSTEGARD, 1982,
LEATHERLAND et al. 1989; LEATHERLAND, 1993). No Chile, foram observadas
inducdo da vitelogenina, reducdo da testosterona sérica e alteracdes degenerativas
nas gbnadas do anuro X. laevis de vida livre em regido de diferentes corpos d’agua
no centro do pais (ROJAS-HUCKS et al., 2019). No Canad4, foi observada frequéncia
significativamente aumentada de ovotestis em Rana pipiens expostas a agrotdéxicos
em areas de cultivo de milho (McDANIEL et al., 2008). Foram observadas alteracdes
testiculares em crocodilos jovens em um lago contaminado na Flérida (SEMENZA et
al., 1997) e na costa sul dos Estados Unidos, Tursiops truncatus (golfinhos nariz-de-
garrafa) expostos a derramamento de 6leo apresentaram alteracdes adrenocorticais,
com dano a producdo de cortisol e secrecdo de aldosterona (HARVEY, 2016).
Ressalta-se mais uma vez que a caréncia de estudos ecotoxicolégicos publicados
com anuros leva a uma extrapolacdo imperfeita com grupos taxonémicos diferentes,

que tem maior intuito de informar, devido ao seu carater especulativo.
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2.3.3. Alteracdes imunolégicas

Estudos tém mostrado que uma ampla variedade de contaminantes ambientais
afeta o sistema imunoldgico de vertebrados e invertebrados (MELANCON, 2003).

Varios mecanismos podem alterar o sistema imunoldgico de animais e humanos,
causando danos agudos, crbénicos, primarios e secundarios. Dentre 0s mecanismos,
a exposicdo a contaminantes quimicos pode causar (GUPTA, 2007):

¢ Danos teciduais e imunoestimulac&o toxica, com posterior autoimunidade;

e Imunodepressao, interferéncia em vacinacdo profildtica e aumento de
infeccoes;

e Estresse generalizado e interferéncia endocrina;

e Interacdo com  macromoléculas, haptenos e consequente
hipersensibilidade.

Vérias classes de contaminantes quimicos organicos (agrotoxicos) e EQTP sdo
relatados na literatura com acao imunotdxica, como inseticidas organofosforados e
herbicidas, metais como Cu, Cr (Cromo), Hg, Mo (Molibdénio), Pb, Se (Selénio), Va
(Vanadio) e Zn, que reduzem a producdo de anticorpos e alteram a morfologia de
baco, timo e linfonodos (GUPTA, 2007).

Nos Ultimos anos, pesquisas sobre a interagdo imuno-neuroendécrina vém
esclarecendo sobre a importante influéncia dos disruptores enddécrinos no sistema
imune, produzindo, além dos supracitados efeitos, falhas na liberacdo de citocinas,
hormdénios e neurotransmissores, e alteragdes no desenvolvimento da imunidade fetal
(GALBIATI et al., 2021).

Inimeros ensaios de funcdo imunolégica — como quantificacdo de
metalotioneinas, proteinas de estresse térmico e anticorpos — além de producao de
cDNA, exames histopatoldgicos e imunohistoquimicos estédo disponiveis para avaliar
respostas imunotoxicolégicas que atuam como biomarcadores (MELANCON, 2003).
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2.4.POSSIVEIS DANOS DOS COMPOSTOS QUIMICOS DETECTADOS NO
VALE DO JAGUARIBE A SAUDE ANIMAL, HUMANA E AMBIENTAL

Sobre os agrotoxicos detectados em maior concentracdo no Vale do Jaguaribe,
esses podem afetar humanos e animais, causando principalmente alteracdes no
figado, nos sistemas reprodutivo e nervoso. Os fungicidas triazois podem causar
hepatotoxicidade aguda e carcinogénese hepéatica. A Atrazina e o Lindano funcionam
como disruptores enddcrinos, podendo causar feminizagdo de individuos machos
(pela expressdo da aromatase) e toxicidade testicular. O Clorpirifés, dentre outros
organofosforados, interfere na condutividade nervosa e na atividade da
acetilcolinesterase, assim como estresse oxidativo no sistema nervoso central,
podendo resultar em alteracdes neurocomportamentais. O Imidacloprida e a
Clotianidina também podem alterar as reacfes colinérgicas, porém sao considerados
de alta margem de seguranca por serem extremamente seletivos (GUPTA, 2007).
Além dos previamente listados, pesquisas mais recentes levantaram outros efeitos em
humanos e animais. O Lindano e seus isbmeros (a, B, d-hexaclorobenzeno) foram
detectados no soro de 96% de pacientes com Doenga de Parkinson, sendo o -
hexaclorobenzeno o componente estatisticamente mais associado (RICHARDSON et
al., 2009). Navaratne et al. (2014) observaram mortalidade aguda em girinos expostos
a 0,1 ppm de Clorpirifés. Outras pesquisas relataram que a Atrazina causou
degeneracdo miocardica e desorganizacdo sinusoidal hepatica, por via direta e
através de disfuncao ibnica (Na+, K+, Ca2+ e Mg2+) em codornas, bem como falhas
de desenvolvimento transgeracionais em ratos (LIN et al., 2016; McBIRNEY et al.,
2017). Sun et al. (2016) observaram que o imidacloprida induziu adipogénese e
resisténcia a insulina em camundongos, enquanto outros autores observaram efeitos
cronicos subletais em comunidades de invertebrados, dentre as quais abelhas
polinizadoras, afetando comportamento, alimentacéo e fungdes ecoldgicas (VAN DIJK
etal., 2013; DIVELY et al., 2015; SUN et al., 2016; MILES et al., 2017). llyushina et al.
(2019) observaram inibicdo da eritropoiese em medula éssea de camundongos
expostos a fungicidas triazois.

A exposicdo ocupacional a agrotoxicos estad relacionada com o risco
aumentado de neoplasias hematoldgicas (linfoma ndo-Hodgkin, leucemias e mieloma
multiplo); inclusive, niveis seéricos de agrotoxicos ndo persistentes ja foram

significativamente correlacionados com contagens andmalas de células linfoides e
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mieloides em trabalhadores rurais no sul do Brasil (MERHI et al., 2007; PICCOLI et
al., 2019). Mesmo a exposicao a inseticidas ou herbicidas residenciais, 0s quais sao
utilizados em menores concentracbes ou frequéncia, pode aumentar o risco de
neoplasias infantojuvenis de 1,23-1,47 vezes, incluindo neuroblastomas,
nefroblastomas e leucemias (CHEN et al., 2015).

Considerando a deteccdo de EQPT no Rio Jaguaribe e em seu estuario, 0s
efeitos sobre humanos e animais também causam inquietagdes. Os EQPT em geral
produzem toxicidade quando formam complexos com compostos celulares contendo
S (enxofre), N (nitrogénio) e O (oxigénio), 0s quais inativam sistemas enzimaticos e
modificam estruturas proteicas, afetando o metabolismo em nivel celular, podendo
causar a morte das células. Os sistemas mais afetados sdo o sistema nervoso central,
gastrointestinal, cardiovascular, hematopoiético, renal e sistema nervoso periférico
(SHARMA et al., 2014).

O Cu foi um dos metais cuja deteccdo causou maiores preocupacoes. As doses
toxicas sdo variaveis entre as diferentes espécies animais. Em intoxicacfes agudas,
lesdes hepéticas e renais graves costumam se manifestar em até 48 horas,
geralmente letais (THOMPSON, 2007a). Os principais relatos de intoxicacdo cronica
em animais envolvem as espécies bovina e ovina, quando se alimentam em solos,
agua e pastos contaminados por calda bordalesa (mistura de CuSO4 com acao
fungicida), suplementos a base de Cu e esterco de aves e suinos (O’'DELL, 1997).

Foram detectadas altas concentracdes de Cu e Zn em viveiros de camardes na
regido do estuario do Rio Jaguaribe. Aventou-se que neste caso, esses camarfes
poderiam ser fonte de contaminacdo alimentar, uma vez que ocorre o acumulo dos
metais nos tecidos e a depuragdo via exoesqueleto. A intoxicacdo pelo Zn em
humanos é considerada um evento raro, mais relacionado com ingestédo acidental de
grandes quantidades de suplementos; contudo, tem bastante gravidade, uma vez que
promove estresse oxidativo metabodlico e dispara a morte celular programada em
diferentes tecidos, incluindo o sistema nervoso (PLUM et al., 2010). O Cd, cujos niveis
foram considerados abaixo do limite legal estabelecido, nem por isso deve ser
excluido dos monitoramentos, uma vez que a exposi¢cdo cronica de ratos a esse
elemento quimico, mesmo em baixos niveis, causou carcinogénese (LEE E WHITE,
1980), osteoporose e defeito de vascularizagdo em ossos compactos (DURANOVA et
al., 2014), distrofia do esmalte dentario (SWIETLICKA et al., 2019) e alteracdes

inflamatdrias na préstata (SANTANA et al.,, 2016). Em humanos, a exposi¢ao
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ocupacional tem sido relacionada a nefropatias e osteomalacia com osteoporose
(HOOSE, 2007).

Segundo a Food and Drug American Agency (FDA), a acumulacdo de Hg em
peixes para consumo ndo deve ultrapassar 1 ppm (GUPTA, 2007), o que é
considerado pela ANVISA (BRASIL, 2013b) como 1,0mg/kg (peixes carnivoros) e
0,5mg/kg (peixes nédo-carnivoros). Mesmo em concentracfes minimas de 50ug/g,
Amorim et al. (2000) encontraram correlagcdo direta entre contaminagdo por
metilmercurio (metabdlito do Hg inorganico acumulado em peixes) e danos
citogenéticos aos linfocitos periféricos em moradores de ilhas fluviais ao longo do Rio
Amazonas. Em animais de laboratério, exposicdo crdnica a metilmercurio e
fenilmercario, mesmo em niveis considerados baixos, pode causar danos aos rins,
estbmago e intestino grosso, alteracdes de pressédo arterial e frequéncia cardiaca,
anomalias de desenvolvimento e abortos, alteracbes esperméaticas e
espermatogénicas; em animais pecuarios, além de alteracdes nos érgéaos ja citados,
0s sinais neurolégicos mostraram-se mais evidentes (GUPTA, 2007; BRASIL, 2013;
GENCHI et al., 2017).

Os metais Al e Pb foram detectados em altas concentracfes na agua de um
poco profundo na regido do Baixo Jaguaribe. Ambos estdo relacionados a estresse
oxidativo geral e anemia hipocrémica, e danos organicos dependem de em qual tecido
eles se depositam em maior concentragéo; o Pb causa neurotoxicidade por disrupgao
da barreira hematoencefalica e alteracdo de neurotransmissores, em animais e
humanos (THOMPSON, 2007b), enquanto o Al tem sido implicado como patrticipante
de doencas neurodegenerativas (GUPTA, 2007).

Pireno e fluoranteno estdo entre os PAHs detectados em maiores
concentracbes no Baixo Jaguaribe. Os PAHs em geral causam toxicidade aguda
metabdlica para organismos aquaticos e aves silvestres, exacerbada na presenca de
luz ultravioleta. Toxicidade crbénica pode incluir carcinogénese e alteragbes de
imunidade, reproducgéo e desenvolvimento (ABDEL-SHAFY E MANSOUR, 2016). Em
humanos, a exposicdo aguda a altos niveis de PAHs, dependendo da via de
exposicdo, pode causar irritagdo ocular, nausea, vomito, diarreia e confusdo mental
(UNWIN et al., 2006). Efeitos crbnicos compreendem catarata, insuficiéncias hepatica
e renal, disfuncbes respiratorias tipo asma, além de carcinogénese respiratoria e
digestoria (OLSSON et al., 2010; DIGGS et al., 2011). O benzopireno, que também

foi detectado no Baixo Jaguaribe, mas em niveis mais baixos, foi o primeiro dos PAHs
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com atividade carcinogénica a der descoberto. Em animais experimentais, 0
benzopireno produziu cancer de pulméo, quando inalado; cancer de estémago,
quando administrado na 4gua de beber; e cancer de pele, através de administracdo
topica (ABDEL-SHAFY E MANSOUR, 2016).

2.5. HIPOTESES CIENTIFICAS

2.5.1. Hipotese 1: Ho = As carcacas de L. macrosternum (Lm )(exceto 6rgaos
celdmicos) em éareas cultivadas NAO ACUMULAM diferentes
concentracfes de EQPT de areas nao cultivadas / Ha = As carcacas de
Lm (exceto 6rgaos celdmicos) em areas cultivadas ACUMULAM diferentes
concentracfes de EQPT de areas néo cultivadas.

2.5.2. Hipétese 2: Ho = A exposicdo a EQTP NAO INFLUENCIA alteracdes
morfolégicas em Orgaos endocrinos (tireoide, paratireoides, adrenais e
pancreas) de Lm / Ha = A exposicao a elementos quimicos potencialmente
toxicos INFLUENCIA alteragbes morfolégicas em o6rgdos enddcrinos

(tireoide, paratireoides, adrenais e pancreas) de Lm.

2.5.3. Hipotese 3: Ho = A exposi¢do a elementos quimicos potencialmente
toxicos NAO INFLUENCIA alteracGes morfologicas em 6rgéos linfoides
(timo e baco) de Lm / Ha = A exposicdo a elementos quimicos
potencialmente toxicos INFLUENCIA alteracdes morfoldégicas em 6rgaos

linfoides (timo e bacgo) de Lm.
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3. OBJETIVOS GERAIS

Examinar biomarcadores morfoldégicos e medir elementos quimicos
potencialmente toxicos em amostras de tecidos do anuro L. macrosternum a fim de
avaliar a espécie como possivel ferramenta de biomonitoramento de agrossistemas

na microrregido do BRJ, estado do Ceara, nordeste do Brasil.

3.1.0bjetivos especificos

a) Detectar e quantificar os elementos quimicos inorganicos e potencialmente
toxicos em carcacas de L. macrosternum coletados de areas cultivadas e néo
cultivadas no BRJ, através de Espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (Inductively coupled plasma mass spectrometry — ICP-
MS);

b) Avaliar tecidos linfoides e hematopoiéticos dos espécimes amostrados, quanto
a possiveis alteragdes morfoldgicas, macro e microscopicas;

c) Avaliar tecidos endoécrinos dos espécimes amostrados, quanto a possiveis
alteracdes morfolégicas, macro e microscopicas;

d) Classificar as lesdes encontradas por critérios histopatolédgicos;

e) Correlacionar possiveis alteracdes linfoides e enddcrinas com os elementos

quimicos detectados nas carcagas.
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4. MATERIAL E METODOS

Este deriva de um projeto original intitulado “O impacto das praticas agricolas
sobre as comunidades de anuros em uma area de caatinga do nordeste brasileiro”
(CNPg n° 402241/2016-9), que avaliou assimetria flutuante, indices hepato e
gonadossomaticos e anormalidades gonadais, utilizando o figado e os corpos de
gordura como amostras para deteccdo de compostos quimicos organicos
(agrotoxicos) e possiveis relacdes de causa e efeito (GONDIM et al., 2020; GONDIM,
2021).

4.1. Amostragem e area de estudo

O municipio escolhido foi Tabuleiro do Norte (5°13'44”S 38°07°25”W), localizado
na Chapada do Apodi, BRJ, Brasil, importante polo de agricultura irrigada na fronteira
entre os estados do Ceara e Rio Grande do Norte (Figura 3). A area de estudo
pertence ao dominio morfoclimatico da Caatinga, clima semiarido tropical,
apresentando temperatura média e precipitacdo total de 27°C e 794 mm ao ano,
respectivamente (CEARA, 2017). Foram selecionados diferentes sitios de coleta (S1,
S2, S3 e S4), classificados como ndo cultivadas (areas A0, incluindo os sitios S1 e
S2, areas de vegetagado herbacea e arbustiva, ladeando corpos d’agua, com areas
médias de 2 km?) e areas cultivadas (areas A1, incluindo os sitios S3 e S4, sob regime
de agricultura comercial de arroz, feijao, milho, banana; com areas de 2 a 4 km?),

distantes no minimo 8 km entre si. As areas estao representadas nas Figuras 4 e 5.
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Figura 3. Localizacdo do municipio de Tabuleiro do Norte e dos sitios de coleta de amostras.
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Figura 4a.Tabuleiro do Norte, BRJ. Areas nao cultivadas, corpos d’agua e vegetacdo herbacea.

Fonte: Gondim (2017).

Figura 4b.Tab
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Figura 5a. Tabuleiro do Norte, BRJ. Areas cultivadas, plantacio de bananas.

Fonte: Gondim (2017).

Figura 5b. Tabuleiro do Norte, BRJ. Areas cultivadas, plantagéo de milho sob estrutura de irrigacéo.
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Fonte: Gondim (2017).



52

Os espécimes foram coletados manualmente no final da estacdo chuvosa de
2017 (maio-junho), que se apresentou com 36% a mais de pluviosidade acumulada
que a média dos cinco anos anteriores. Eles foram imediatamente transportados em
sacos plasticos de polietileno, aerados, para um laboratério de apoio montado para
este fim. No laboratério, foram mensurados comprimento rostro-cloacal (CRC) e

massa corporal.

4.2.Aspectos éticos e eutanésia

A coleta foi autorizada pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SisBio-IBAMA n° 58724-1, Anexo 1), e os procedimentos foram
avaliados e autorizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o Paulo
(USP) (protocolo n° 4387250118). Os espécimes foram eutanasiados com injecao
intracardiaca de cloridrato de lidocaina 30mg/kg (BRASIL, 2013; CHATIGNY et al.,
2017). Vale ressaltar que, logo ap0s a eutanasia, os espécimes foram dissecados para
coleta do figado e das gbnadas para outros estudos, enquanto as carcacas com o

restante dos 6rgaos foram conservadas para este projeto.

4.3.NecrOpsia e processamento histoldgico

As carcacas foram fixadas em formaldeido a 10% (v/v) por 48-72h, e transferidas
para etanol 70% (v/v), em que foram conservadas por 12 meses até o0 momento das
necrépsias e 24 meses até as analises quimicas. Para acessar a tireoide, as laringes
foram removidas e sofreram cortes sagitais e paramedianos, enquanto as faces de
corte foram submetidas a microtomia. As paratireoides e o pancreas passaram por
prévia inspecdo macroscopica; a tireoide e as interrenais foram avaliadas apenas
microscopicamente. Os timos foram coletados dissecando-se a musculatura
depressora da mandibula, caudalmente ao timpano, e os bacos desconectados de
ligamentos conjuntivos anexos ao intestino grosso e estbmago dorsal. Os fragmentos
de 6rgaos foram submetidos ao processamento histolégico de rotina, cortados a 5um
de espessura e corados em hematoxilina-eosina. Amostras portadoras de granulomas
foram coradas com Ziehl-Neelsen e metenamina de prata de Grocott para pesquisa

de bacilos alcool-acido resistentes e leveduras.
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4.4.Histopatologia

As alteracbes histoldégicas dos Orgdos endocrinos foram classificadas
qualitativamente (presenca/auséncia e categorias) e semi-quantitativamente
(ranqueamento), com base em Accordi e Cianfoni (1981) e NTP(2018).

As alteracdes histologicas dos 6rgédos linfoides foram classificadas com base em
Cesta (2006), ElImore (2006), Franco-Belussi e Oliveira (2016) e NTP(2018).

4.5.Quantificacdo de elementos quimicos potencialmente toxicos nas

carcacas de L. macrosternum

4.5.1. Secagem e trituracdo das carcacas

As carcacas conservadas foram transportadas para o Laboratdrio Académico de
Patologia Silvestre da Universidade Federal do Ceara (LAPS-UFC). No momento
oportuno, as carcacas foram retiradas do alcool e secas ao ar por no minimo 24h,
seguindo para a secagem em estufa a 60 = 5°C por 48-72h, até peso constante. Cada
carcaca seca foi triturada em liquidificador doméstico de copo acrilico e lamina inox, e
homogeneizada em peneira de nylon com trama de 1mm? . Para evitar contaminagdo
cruzada, os utensilios foram higienizados entre as trituragbes, com escova e
detergente neutro, lavados com agua sob pressdo de 1740 libras/polegada?, e

posteriormente enxaguadas com agua deionizada.

4.5.2. Preparagdo das amostras

Aproximadamente 0.2 g de amostra foram transferidos para tubos de 50 mL e
3.0 mL de HNOs concentrado, previamente purificado em sistema de destilacéo abaixo
do ponto de ebulicdo (DST-1000, Savillex, EUA), foram adicionados. A mistura foi
deixada em repouso por cerca de 48 h para a pré-digestdo das amostras. ApGs isso,
as amostras foram submetidas a aquecimento em banho-maria a uma temperatura de
95 + 5 °C por 4 h. Por fim, os tubos foram preenchidos com agua ultrapura
(resistividade igual a 18.2 MQ cm), obtida a partir de um sistema de purificacdo de

agua (Master System All, Gehaka, Brasil), até a marcagdo de 35 mL. As solucdes
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resultantes foram armazenadas sob refrigeracéo visando a posterior determinacao de
Al, As (Arsénio), Ca (Calcio), Cd, Cr, Co (Cobalto), Cu, Fe (Ferro), Mg (Magnésio), Mn
(Manganés), Ni (Niquel), P (Foésforo), Pb, S (Enxofre) e Zn (Zinco) por espectrometria
de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Os elementos essenciais
Ca, Mg, P e S foram mensurados para fins de correlacédo de elementos potencialmente

téxicos com tecidos pelos quais tivessem maior afinidade.

4.5.3. Calculo dos limites de detecc¢éo (LD) e de quantificagcao (LQ)

Para controlar possiveis contaminacdes dos reagentes e do manuseio das
amostras durante o procedimento de preparo de amostras, brancos analiticos foram
preparados e submetidos as mesmas etapas e procedimentos das amostras. As
concentracfes dos analitos obtidas nos brancos analiticos foram utilizadas para a
obtencédo dos LDs e LQs, os quais foram calculados de acordo com as instrucdes
descritas no protocolo de validacdo analitica do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO, 2016).

4.5.4. Controles positivos e calculo da exatidao

Com o intuito de avaliar a exatiddo do método, dois materiais de referéncia
certificados (CRMs) foram analisados. O CRM RB-1 (rim bovino) do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) e o CRM TORT-3 (hepatopancreas de
lagosta) do National Research Council — Canada (NRC) foram submetidos aos
mesmos procedimentos das amostras. Em suma, as concentracdes obtidas para os
elementos analisados nesse estudo ndo apresentaram diferencas significativas (teste
t de Student, nivel de confianca de 90%) dos valores reportados nos certificados

desses materiais.

4.5.5. Determinacéo elementar por ICP-MS

As amostras foram analisadas em triplicata em um espectrémetro de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS 7900, Agilent, Hachioji, Jap&o)
equipado com cela de colisdo para a minimizagéo de interferéncias espectrais. O gas

de colisdo utilizado foi 0 Hélio nos seguintes modos de analise: [He], em que a vazao
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de He foi de 5 mL/min, e [HHe], em que a vazéo de He foi de 10 mL/min. Uma solucao
padréao de Y (10 pg/L) foi utilizada como padrao interno para correcéo do sinal analitico
devido aos efeitos de matriz. As faixas de trabalho das curvas de calibragdo variaram
de 1 a 200 pg/L para Al, As, Cd, Co, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb e Zn, e de 100 a 5000 pg/L
para Ca, Fe, Mg, P e S.

4.5.6. Critérios de inclusao no estudo

Para a analise histolégica, somente foram incluidas no estudo as laminas que
conseguiram amostrar os diminutos 6rgaos-alvo em quantidade e qualidade suficiente
para realizar a andlise (cortes ndo fragmentados, sem artefatos de pregueamento ou
irregularidade na coloragao).

Para as analises quimicas, somente foram incluidas as carcacas conservadas
com no minimo 14g, pois apds secas e trituradas produziram pelo menos 1,5g de

amostra.

45.7. Andlise de dados

Os principais achados histolégicos foram apresentados em tabela com dados de
frequéncia absoluta e relativa. Os dados de presenca/auséncia de alteracoes
histoldgicas foram tabulados juntamente com dados demograficos (identificacdo do
espécime, status de area [néo cultivada, cultivada], comprimento rostro-cloacal (CRC)
e sexo) para andlise através de teste do Qui-quadrado de Pearson e de modelos
lineares generalizados (Generalized Linear Models, GLM).

Posteriormente foram adicionados os dados de concentracdo de elementos
guimicos inorganicos quantificados nas carcacas analisadas por ICP-MS em planilha
eletrbnica. As categorias utilizadas como variaveis resposta foram CRC, sexo, indice
corporal, classes de lesGes enddcrinas e linfoides; enquanto o status de area e os
sitios de coleta foram utilizados como variaveis explicativas. O indice corporal foi
definido como a razdo entre o CRC e a massa. As concentragdes dos analitos foram
expressas em meédias + desvio padrdo. As concentracdes nos diferentes status de
area foram comparadas quanto as medianas e variancias pelos testes de Wilcoxon e
teste F. As concentracfes dos ndao-metais Ca, Mg, P e S foram utilizadas em matriz

para esclarecer correlagdes entre 0s metais e elementos da propria carcaga. A anélise
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de componentes principais (Principal Component Analysis, PCA) explorou quais
elementos foram responsaveis pela maior variabilidade de concentracbes nos
individuos estudados. Para realizar a PCA, os dados foram logaritmizados. A anélise
de grupamento foi empregada a fim de agrupar os individuos em diferentes categorias,
de acordo com o PCA.

Para investigar relacdes de causa e efeito entre os elementos potencialmente
toxicos quantificados nas carcacas e as alteragdes observadas nos 6rgaos enddcrinos
e linfoides, foram montadas duas matrizes separadas, a matriz X com as variaveis
preditoras (continuas: concentracdo dos elementos) e a matriz Y com as variaveis
resposta (binarias: auséncia/presenca de alteracdes teciduais enddcrinas ou
linfoides), que foram submetidas a andlise de redundéancia (Redundancy Analysis,
RDA) para dados binarios com respostas logisticas. A partir desta RDA, foram
calculadas as probabilidades de relacdo causal entre os compostos potencialmente
toxicos e as lesdes significativamente correlacionadas. Foi considerada significancia
estatistica p < 0,05. As andlises estatisticas foram executadas no software R versdes
4.0.2/4.1.2 e pacotes diversos (R CORE TEAM, 2021; VICENTE-VILLARDON, 2021).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram incluidos 6rgdos de 100 individuos na andlise (A0O: 36 fémeas, 14 machos;
Al: 29 fémeas, 20 machos, 1 juvenil). O CRC médio por area e sexo esta apresentado
na Tabela 2. Foi observado tamanho global significativamente menor nos individuos

de areas cultivadas.

Tabela 2. CRC médio de L. macrosternum nos diferentes status de area de exploragéo agricola de
Tabuleiro do Norte (CE).

CRC médio (cm)

Sexo A0 Al p-valor
Fémeas 6,98 6,00 0,0001 ***
Machos 7,13 6,68 0,2631

CRC médio geral 7,02 6,25 0,0007 ***

*** n<0,001 . Fonte: Braga (2021).
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5.1.Histopatologia endocrina

Os oOrgdos avaliados foram tireoides, paratireoides, ilhotas de Langerhans
(pancreas enddcrino) e interrenais. Les6es degenerativas (46,5%) foram as mais
observadas, seguidas por inflamatérias (21,0%). A frequéncia dos achados

especificos esta descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Frequéncia relativa de alteracdes endocrinas observadas em amostras de L.
macrosternum de areas cultivadas (A1) e néo cultivadas (A0) de Tabuleiro do Norte (CE).

£(%)

Orgéo Processo n Al A0
Tireoide Bdcio nodular coloide 3 42,8 -
Paratireoides Infiltrado granulocitico 9 20,0 9,6
Congestéo 4 8,3 29
Granulomas 5 55 8,8
Fibrose intersticial 2 - 5,8
Coccidios (suspeito) 2 2,7 29
Microcisto focal 2 - 5,8
lIhotas Hiperplasia 19 32,3 20,0
Degeneracéo vacuolar 4 - 8,3
Interrenais Degeneracao vacuolar adrenocortical 37 34,1 60,5
Degeneracgdo vacuolar cromafin 34 31,7 55,2
Congestéo 24 26,8 34,2
Hiperplasia adrenocortical 21 31,7 21,0
Infiltrado mononuclear 21 24,3 28,9
Angiectasia 14 19,5 15,8

Microcisto focal 5 9,8 2,6
Necrose adrenocortical 4 49 52
Corpos residuais 3 2,4 52
Fibrose periarteriolar 2

Fonte: Braga (2021).

5.1.1. Tireoide

Apesar das referéncias topograficas, as tireoides ndo foram observadas a olho
nu durante as necropsias. Pelo reduzido tamanho do 6rgéo e o fato de se encontrar
inserida na musculatura ventrolaringeana, houve dificuldade de obter o tecido nos
cortes microtbmicos. Baseando-se nos cortes bem-sucedidos, estimou-se que 0
tamanho do 6rgdo no adulto da espécie amostrada nao ultrapassou 0,8 x 0,8 x 0,4
mm. No final, apenas sete amostras estiveram disponiveis para analise, todas

provenientes de areas cultivadas. Bécio nodular foi detectado em 42,8% (3/7) das
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amostras (Figura 6A), todos os achados em fémeas, do sitio de coleta n°3, com CRC
meédio de 6,09cm. Embora a frequéncia relativa tenha se mostrado digna de nota, o

reduzido tamanho da amostra se tornou um limitante para uma conclusao acurada.

Figura 6. Alteracdes histolégicas observadas em 6rgdos enddcrinos de L. macrosternum em areas
cultivadas de Tabuleiro do Norte (CE). A) Tireoide. Bécio nodular coloide. Macro e microfoliculos,
revestidos predominantemente por epitélio folicular achatado. Os foliculos maiores sdo preenchidos
por coloide denso, eosinofilico, enquanto os menores sdo preenchidos por coloide mais palido. 100x,
HE. B) Paratireoide. Infiltrado granulocitico leve periférico (setas). Parénquima rarefeito, com arranjos
celulares glandulares, formados predominantemente por células principais escuras, com presenca de
granulécitos (predominantemente heterdéfilos) nos seios periféricos. 100x, HE. C) Paratireoide.
Granulomas multiloculares no tecido conectivo adjacente (setas). Nodulos granulomatosos, medindo
de 30 a 100um de diametro, mostrando capsula lisa acidofilica, mdultiplos vacutolos de contetdo
granular, lamelados, entremeados por macréfagos epitelioides e fibroblastos. 100x, HE. D)
Paratireoide. Vacuolos com estruturas esféricas sugestivas de esquizontes de coccideos (setas). As
estruturas medem 13um de didmetro médio e parecem ndo provocar reacao inflamatoria significativa.
400x, HE. E) llhotas de Langerhans. Ilhotas relativamente hiperplasicas. A maior ilhota contém mais de
40 células, com relacdo nucleo: citoplasma levemente aumentada, em relacédo a outras amostras. 400x,
HE. F) Ilhotas de Langerhans. Degeneracgdo de células enddcrinas. Espago vazio, sem células, com
debris celulares na periferia. 400x, HE. G) Interrenais. Degeneracdo de células adrenocorticais e
cromafins. Vacuolizacdo de células adrenocorticais, retracdo de células cromafins. Microcistos focais
(setas). Angiectasia (asteriscos). 100x, HE. H) Interrenais. Necrose de células adrenocorticais. 400x,
HE.
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5.1.2. Paratireoides

Apesar das pequenas dimensbes, as paratireoides foram prontamente
identificadas durante as dissec¢des de L. macrosternum, nas faces cranioventrais das
curvas ascendentes de cada ramo da veia jugular externa. Mostraram formato ovoide,
cor esbranquicada, consisténcia elastica e capsula lisa. As dimensdes médias foram
de 0,21 x 0,17 x 0,09 cm. Nao foram registradas alteracdes macroscopicas, nem
externas nem ao corte. A alteracdo mais frequente foi o infiltrado granulocitico
subcapsular difuso leve. O GLM apontou para influéncia significativa do status de area
(cultivada) e do tamanho/faixa etaria sobre este achado (Tabela 4). O infiltrado
granulocitico também se mostrou negativamente correlacionado com a densidade do
parénquima (z= -2,085 , p=0,037). Os achados estéo representados nas Figuras 6B,
6C e 6D.

Tabela 4. Resultado do GLM mostrando significAncia menor que 5% na ocorréncia de infiltrado
granulocitico em paratireoides de L. macrosternum adultos em areas cultivadas de Tabuleiro do Norte
(CE).

Estimacéao Erro P. z-valor Pr(>|z|)
(Intercept) -173,744 57,338 -3,030 0,00244 **
Status de area 21,841 0,9604 2,274 0,02296 *
CRC 19,586 0,7174 2,730 0,00633 **

Null deviance: 53,713 on 69 degrees of freedom /Residual deviance: 39,401 on 67 degrees of freedom / (30 observations

deleted due to missingness)/ AIC: 45,401 / Cédigos de significancia: ** p < 0,01 * p £ 0,05.
Fonte: Braga (2021), elaborado no software R.

Os granulomas e as congestfes no parénquima da paratireoide se mostraram
ligeiramente mais frequentes em areas cultivadas, a maioria em fémeas, mas sem

significancia estatistica. Os demais achados foram pontuais.

5.1.3. llhotas de Langerhans

O pancreas foi 0 6rgdo mais acessivel as avaliagcbes macro e microscopicas,
sendo examinado em 93,0% (93/100) das laminas satisfatorias de L. macrosternum.
As ilhotas de Langerhans foram reconhecidas como agrupamentos de células
alongadas e de citoplasma levemente acidofilico, situadas no parénquima acinar da

porcdo exocrina. Também foram reconhecidas células enddcrinas isoladas,
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alongadas ou poligonais, e distribuidas em multiplos focos entre os &cinos. A
hiperplasia das ilhotas (Figura 6E) foi considerada relativa, pois a quantidade na
maioria das amostras nao ultrapassou 10 células/ilhota, em 1-2 ilhotas por amostra,
Foi detectada em frequéncia moderada, superior em fémeas na é&rea cultivada,
comparadas ao restante da amostra, mas sem relacao significante nem com o status
de area nem com o tamanho dos individuos. Também foi observada degeneracéo das
ilhotas (Figura 6F) em frequéncia baixa. No pancreas exdcrino foram observadas
alteragcdes com maior frequéncia, como degeneracdes acinares focais e extensivas,
eventuais necroses do parénquima e inflamacfes leves a moderadas do ducto
colédoco, que ndo serdo discutidas nesse momento, mas que podem afetar a
integridade das ilhotas dependendo dos graus de inflamacdo que avancem pelo

parénquima.

5.1.4. Interrenais

As interrenais foram avaliadas em 79,8% (79/99) das laminas adequadas de L.
macrosternum. Apresentaram-se como grupamentos de células adrenocorticais
(poliédricas de citoplasma claro), e células cromafins (poliédricas de citoplasma
castanho avermelhado), embutidas nas faces ventromediais dos rins. Foi observado
que as interrenais normais ocupam 9-10% das areas de corte transversal dos rins.

Foram observadas alteracbes diversas, com frequéncias moderadas. A
degeneracéao de células adrenocorticais foi a mais frequente, seguida por hiperplasia
adrenocortical e degeneracao vacuolar de células cromafins. No modelo de sitios de
coleta + sexo, os resultados do GLM mostraram que a degeneracgéo adrenocortical foi
influenciada pelo sexo (prevaléncia significativamente maior nos machos)
diretamente, e inversamente pelos sitios de coleta (significativamente maior em S3,
Tabela 5). O modelo sugere que as degeneracfes de células adrenocorticais e
cromafins estiveram associadas principalmente com areas nao cultivadas. O GLM néo
comprovou influéncia do status de area, porém, demonstrou influéncia do tamanho
dos animais, direta na degeneracdo e inversa na hiperplasia (Tabelas 5 e 6). As
demais alteragcbes se mostraram equilibradas entre as areas, sem possiveis
influéncias de cultivo ou tamanho/faixa etaria dos individuos. Os achados estédo

representados nas Figuras 6G e 6H.
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Tabela 5. Resultado do GLM mostrando significancia menor que 5% na ocorréncia de degeneracéo
vacuolar de células adrenocorticais de L. macrosternum adultos, independente de status de area,
de Tabuleiro do Norte (CE).

Estimacéo Erro P. z-valor Pr(>|z|])
(Intercept) -42,390 18,038 -2,350 0,01877 *
Status de area -0,6351 0,5155 -1,232 0,21794
CRC 0,6554 0,2479 2,643 0,00821 **

Null deviance: 107,98 on 78 degrees of freedom /Residual deviance: 100,47 on 76 degrees of freedom / (21 observations
deleted due to missingness) /AIC: 106,47 / Codigos de significancia:** p < 0,01 * p < 0,05.
Fonte: Braga (2021), elaborado no software R.

Tabela 6. Resultado do GLM mostrando significancia menor que 5% na ocorréncia de hiperplasia
de células adrenocorticais de L. macrosternum, independente de status de area, de Tabuleiro do
Norte (CE).

Estimacéo Erro P. z-valor Pr(>|z|)
(Intercept) 299,513 180,078 1,663 0,096
Status de area 0,08591 0,57685 0,149 0,882
CRC -0,61974 0,25646 -2,417 0,016 *

Null deviance: 91,491 on 78 degrees of freedom/Residual deviance: 83,957 on 76 degrees of freedom/ (21 observations
deleted due to missingness)/AIC: 89,957 / Cadigos de significancia: *’ p < 0,05.
Fonte: Braga (2021), elaborado no software R.

5.1.5. Tamanho corporal e alteracbes enddcrinas — Discussdao dos

achados

O tamanho global dos individuos adultos nas areas cultivadas mostrou-se
significativamente menor do que nas areas nao cultivadas. Estudos ecoldgicos ja
comprovaram que ambientes de agrossistemas deterioram a salde geral dos anfibios,
afetando as taxas de crescimento tanto de larvas quanto de adultos (HEGDE e
KRISHNAMURTHY, 2014; WOOD e WELCH, 2015). Ao longo das ultimas décadas,
ensaios de laboratorio e pesquisas in situ conseguiram demonstrar efeito negativo de
agrotoxicos no desenvolvimento, metamorfose e crescimento de anfibios (BOONE et
al., 2001; RELYEA, 2004; ROHR et al., 2006; BOKONY et al., 2018; ADELIZZI et al.,
2019). Outro estudo concluiu que individuos de uma area cultivada tinham
crescimento acelerado, portanto havia jovens maiores, com menor expectativa de
vida, por isso aumentavam seu investimento energético nos eventos reprodutivos
(ZAMORA-CAMACHO e COMAS, 2017). Sabe-se que os hormoénios da tireoide séao
0s principais fatores de regulacao da metamorfose dos anfibios (GALTON, 1992). No
presente estudo, foram observadas ocorréncias de bd6cio nodular coloide com
frequéncia moderada em um dos sitios cultivados. Embora necessite-se cautela na

extrapolacdo comparativa, estudos mostram aumento de prevaléncia de doencas da
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tireoide, incluindo bdécio nodular, em individuos expostos a pesticidas em areas
agricolas (REQUENA et al. 2019). O bocio nodular coloide é a representacao
morfolégica do hipotireoidismo, mostrando mdltiplos foliculos de tamanho e formato
irregulares, distendidos por coloide, cercados por células foliculares em diferentes
estagios de atividades, cubicas, colunares ou achatadas (LA PERLE, 2012). Tal
ocorréncia poderia explicar atraso no crescimento ou reducdo de tamanho maximo
nos adultos das areas cultivadas; entretanto, ndo foi obtida uma amostra de tireoides
representativa para testarmos essa hipétese nesse momento.

As paratireoides mostraram diversas alteracdes, dentre as quais o infiltrado
granulocitico periférico, que foi significativamente mais frequente nos maiores
individuos das areas cultivadas. Foi notada correlagéo significativa entre o infiltrado e
a rarefacdo celular do parénquima. Fisiologicamente, as glandulas enddcrinas
realizam processo de autofagia, para reciclar os horménios ou componentes celulares
especializados apds periodos de maior demanda. Os neutrofilos sdo granulocitos
fagociticos profissionais, que também atuam nas vias de autofagia, podendo ser
ativados por fagocitose de patdgenos ou ativacdo de receptores por suas toxinas
(WECKMAN et al., 2014). As paratireoides dos anfibios realizam citdlise sazonal do
parénquima durante o inverno no hemisfério norte, regenerando o parénquima com a
chegada da primavera. Porém, pesquisadores perceberam que essa retroalimentacao
ciclica ndo ocorrera em anuros apos permanéncia em cativeiro; portanto, acreditaram
gue a supressao das influéncias dos habitats naturais levava a alteracdes no ciclo das
paratireoides (BOSCHWITZ, 1967). No presente trabalho, todos os individuos da
amostra foram coletados no mesmo periodo; desta forma, a citélise sazonal nédo se
justifica. A presenca de granuldcitos margeando paratireoides com rarefacédo celular
pode sinalizar a ocorréncia de autofagia para conter processos patogénicos, para
suprimir a producdo do paratormbnio por hipercalcemia ou para economizar
componentes celulares devido a inani¢cdo. As causas desse achado continuam sob
analise.

Outros achados nas paratireoides tiveram menor ocorréncia. Congestao leve a
moderada dos pequenos espacgos vasculares da paratireoide teve maior ocorréncia
nas areas cultivadas. Explica-se o aumento do fluxo sanguineo nas glandulas
enddcrinas pelo aumento da demanda hormonal, aumentando a oferta energética
para a producdo e oferecendo maior volume sanguineo para a distribuicdo dos

horménios recém-produzidos (SCHAEFFER et al.,, 2011). Ja os granulomas, que
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foram observados proximos aos vasos do tecido conectivo periférico, exibiam um
envoltorio eosinofilico liso e bem delimitado, com estruturas multiloculadas granulares,
entremeadas por macréfagos epitelioides e fibroblastos. Nao foram detectados bacilos
alcool-acido resistentes na coloracdo de Ziehl-Neelsen. A descri¢cdo & compativel com
Polinas et al. (2021), que apresentaram estagios de resposta granulomatosa a
protozoarios e metazoarios teciduais em peixes 6sseos. Os granulomas podem estar
associados aos vacuolos contendo coccideos também encontrados no parénquima
de paratireoides, porém ainda sem reacao inflamatoéria notavel. Fibrose intersticial leve
do estroma foi observada, com evidenciacdo de septos conjuntivos discretos e
incompletos entre os agregados celulares glandulares, juntamente com presenca de
vacuolos (lipidios) e eventuais corpos residuais. DeLellis (2011) descreve processos
de fibrose em casos de hiperparatireoidismo por formacdo de adenomas,
lipoadenomas e carcinomas. No presente trabalho, observou-se arranjos celulares
cordonais, glandulares, irregulares e mistos, que podem representar estagios
hiperplasicos de formagdo de adenomas. N&o foi observada associacdo desses
caracteres morfolégicos com tamanho/faixa etaria nem status de area. Por fim, foram
observados microcistos focais, em fémeas de areas néo cultivadas. Os microcistos
na paratireoide parecem estar relacionados com degeneracdo de areas
adenomatosas centrais (GUILMETTE e SADOW, 2019).

A hiperplasia de ilhotas de Langerhans é observada geralmente em individuos
obesos (JONES et al., 2010), mas também ja foi associada a esteroides androgénicos
ou xenoandrégenos ambientais (EVANS, 2007; WEINAND E KEMP, 2018).
Novamente, sem publicacdes analogas para comparar, apontamos a degeneragao
seletiva das ilhotas relatada em caes diabéticos, como um processo espontaneo ou
secundario a pancreatite (LA PERLE, 2012).

Andlises quimicas preliminares detectaram pelo menos uma classe de
agrotoxico em figados (45,0%) e corpos de gordura (61,2%) dos anuros amostrados,
(GONDIM, 2021). O inseticida organoclorado endosulfan foi o agrotdéxico mais
frequentemente detectado nas amostras examinadas. Os efeitos tdxicos do
endosulfan incluem degeneracdo em gbnadas, tireoide e interrenais (GOULET e
HONTELA, 2003; DA CUNA et al., 2016; LEEMANS et al., 2019). As glandulas
adrenais sdo extremamente sensiveis a lesdes toxicas, e, dentre os agroquimicos, foi
relatado que os herbicidas 2-chloro-s-triazinicos e inseticidas organoclorados afetam

a esteroidogénese e causam necrose seletiva do coértex da adrenal (HINSON e
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HAVEN, 2006; GUPTA, 2007). Neste estudo, degeneracdo vacuolar multifocal foi
principalmente observada em machos de areas néo cultivadas.

Ao inicio desse estudo, as areas de coleta foram classificadas como “cultivadas”
e “ndo cultivadas”, e nés assumimos que os efeitos da pratica agricola seriam restritos
as areas cultivadas, o que pode nao ser totalmente correto. Agrotéxicos podem se
disseminar por longas distancias, pois, depois de separados em compostos mais
simples, eles volatilizam, condensam-se na atmosfera e se precipitam com as chuvas,
contaminando potencialmente amplas areas de terra e corpos d’agua (SOUZA et al.,
2020). Estudos consideraram o municipio de Tabuleiro de Norte altamente vulneravel
a contaminacao por agrotoxicos devido a susceptibilidade a enchentes e consequente
disperséo de substancias quimicas por lixiviagao e infiltracdo do solo (SOUZA et al.,
2020). Além disso, nossos resultados preliminares indicaram efeito significativo do Cd
sobre a atividade testicular de ras-manteiga no BRJ (BRAGA et al., 2021), o que
sugere disrupcdo enddcrina por elementos potencialmente toxicos nos individuos
desta amostra. Além do impacto potencial dos agrotoxicos, diversos xenobibticos,
hidrocarbonetos aromaticos e metais potencialmente toxicos podem se depositar em
areas nao habitadas através do despejo de esgotos domésticos (HOFFMAN, 2003).
Sabe-se que 0s maiores centros urbanos ao longo do Vale do Rio Jaguaribe podem
despejar 1,8 a 4,0 milhdes de litros de esgoto por dia no leito do rio (STUDART, 2013).
Agrotoxicos, além de uma ampla gama de fatores antrépicos podem induzir alteracdes
nas interrenais, incluindo Cd, glicorticoides exdgenos, solventes organoclorados
industriais, cetoconazol, etomidato, mitotano dentre outros (HINSON e HAVEN, 2006).
Estudos recentes associaram a circulacdo moderada de xenoandrégenos com a
protecdo da glandula adrenal contra efeitos do envelhecimento em ratos (GANNON et
al., 2019). Uma hipétese levantada é que xenoandrogenos possam afetar os niveis
normais de andrégenos naturais nos anuros das areas amostradas, indiretamente

causando lesbes de envelhecimento precoce nas interrenais.

Essa secdao foi publicada no Journal of Comparative Pathology (Anexo 9)

BRAGA, R.; GONDIM, P.M.; MATUSHIMA, E. R. Histopathology of endocrine organs of Miranda’s
White-Lipped Frogs (Leptodactylus macrosternum) from cultivated and non-cultivated regions in semi-
arid northeastern Brazil. Journal of Comparative Pathology, v. 192, 2022. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0021997521002929
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5.2.Histopatologia linfoide

Os orgédos avaliados foram timo e baco. O tecido linfoide associado ao coélon
(Gastrintestinal associated lymphoid tissue, GALT) e os sacos endolinfaticos
paravertebrais ndo tiveram concluidas suas analises para serem apresentadas aqui;
portanto, serdo posteriormente submetidas para publicacdo separadamente. As
lesGes proliferativas (31,6%) foram as mais frequentes, seguidas por degenerativas
(24,8%). Os achados especificos estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Frequéncia relativa de altera¢@es linfoides observadas em amostras de L. macrosternum
de areas cultivadas (A1) e ndo cultivadas (A0) de Tabuleiro do Norte, BRJ, (CE).

(%)

Orgéo Processo n AO Al

Timo Normal 19 21,1 78,9
Hiperplasia epitelial 10 50,0 50,0
Rarefacdo medular 8 50,0 50,0
Pigmentacao 8 37,5 62,5
Cistos 4 100,0 -
Apoptose de linfécitos corticais 1 - 100,0
Hiperplasia atipica 1 - 100,0

Baco Congestéo 20 70,0 30,0
Atrofia PALS 12 75,0 16,7
HEM 11 72,7 27,3
Hiperplasia de linfécitos 10 40,0 60,0
Hiperplasia de células estromais 6 66,7 33,3
Granulomas 5 20,0 80,0
Infiltrado granulocitico moderado 5 40,0 60,0
Angiectasia 4 100,0 -
Eritrofagocitose 2 50,0 50,0
Necrose multifocal PALS 1 - 100,0
Necrose do estroma 1 - 100,0

Fonte: Braga (2022).

5.2.1. Timo

Foram recuperadas 38 amostras de timo dos espécimes amostrados.
Macroscopicamente, os timos de L. macrosternum (Figura 7) apresentaram-se como
orgaos piriformes, esbranquicados, achatados, de superficie irregular, medindo

aproximadamente 0,15 x 0,10 x 0,05 cm. S&o oOrgaos pareados, localizados
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caudalmente as membranas timpanicas, mediais a musculatura depressora da

mandibula, como descrito por Holmes (1924) em Lithobates (sin. Rana) pipiens.

Figura 7. Timo de L. macrosternum, visualizagdo macroscopica.

Fonte: Braga (2018).

Microscopicamente, mostraram arquitetura tipica, com um cortex de linfcitos
pequenos e justapostos, de cromatina nuclear densa; limite coértico-medular mal
definido; presenca de linfécitos médios, de cromatina nuclear mais delicada, e células
epiteliais reticulares nucleadas em numeros variados na medula timica. Diferente do
timo nos humanos e de outras espécies de mamiferos, suas células epiteliais
reticulares ndo costumaram formar a estrutura concéntrica multicelular anucleada,
conhecida como corpusculo de Hassall ou corpusculo timico.

Do total de amostras de timo avaliadas, 15/38 vieram de areas nao cultivadas e
23/38 de areas cultivadas. As alteracdes observadas estédo dispostas individualmente
na Tabela 7 e demonstradas na Figura 8; contudo, na andlise estatistica, foram

consideradas ocorréncias combinadas de até trés alteragoes.
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Figura 8. Alteraces histoldgicas observadas em timos de L. macrosternum de Tabuleiro do Norte, BRJ
(CE). A) Arquitetura tipica, mostrando cortex de linfécitos pequenos e bem justapostos, medula de
linfécitos médios e células reticulares epiteliais; B) Rarefagdo medular com hiperplasia de células
reticulares epiteliais e banda estromais; C) Hiperplasia medular atipica, com pleomorfismo moderado e
pigmentos depositados em fagocitos e células reticulares epiteliais; D) Cisto timico (asterisco) contendo
secrecao levemente eosinofilica.

Fonte: Braga (2022).

Ao GLM, o modelo de regressao logistica multinomial revelou que a maioria das
lesbes observadas foi significativamente mais frequente em areas cultivadas, em
animais de qualquer tamanho/faixa etaria e de ambos os sexos (p<0,0001). Somente
a hiperplasia epitelial e a rarefacdo medular (como alteracbes isoladas) foram
significativamente mais prevalentes em individuos com maior CRC, independente de

area.

5.2.2. Bacgo

Foram analisadas 72 amostras de baco dos espécimes amostrados e todas elas

apresentaram pelo menos um tipo de alteragéo (Tabela 7).
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O baco dos L. macrosternum (Figura 9) é um o6rgdo esférico ou elipsoide,
encapsulado e de coloracdo castanho avermelhada, localizado na regido
retrocelomatica caudal, ligado ao mesentério. Seu didmetro (ou maior eixo) variou de
3 a12% do CRC de individuos adultos. Ao corte, observou-se parénquima granular e,

na maioria das vezes, a distingdo macroscopica entre as polpas branca e vermelha.

Figura 9. Trato digestério de L. macrosternum, mostrando a morfologia e a posi¢éo do baco.

-

P Esq = pulmao esquerdo; Est = estdmago; Duod = duodeno; Jej = jejuno; Col = colon. Fonte: Braga (2018).

A avaliacio histoldgica, as polpas vermelha e branca foram distinguiveis aos
menores aumentos de microscopia; contudo, o estroma ndo revelou multiplas
trabéculas bem definidas como em vertebrados superiores, havendo menor
compartimentalizacdo das populacdes celulares distintas. Uma larga trabécula Unica
carreava a artéria e a veia principais pela regido mediana do 6rgédo. Identificaram-se
os agregados de linfécitos de tamanhos variados, com nucleos de cromatina mais ou
menos compacta, ao redor das arteriolas; entremeados por eventuais plasmacitos,
granulocitos e macrofagos. Os agregados linfoides ndo formavam centros

germinativos; limitavam-se a formar um revestimento celular em torno das arteriolas,
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como as bainhas linfociticas periarteriolares (Periarteriolar lymphocytic sheaths,
PALS) nos mamiferos. Esse revestimento mostrou capacidade de se expandir e
formar estruturas nédulos-simile, bem individualizados ou contiguos com expansdes
adjacentes. Nos cortes com menor concentracdo de células, a coloracdo mostrou-se
mais fraca e com menor contraste entre as polpa branca e vermelha. Os agregados
observados foram considerados “pequenos”, medindo 2,2 — 4,7 um? de area, com
predominancia de linfécitos médios (ndcleo medindo 2,0 - 2,5x um nudcleo de
eritrocito), cujos nucleos apresentavam cromatina mais fina e frouxa, nucléolos
imperceptiveis a evidentes. De outro modo, nos cortes com maiores celularidades, a
coloracdo mostrava-se mais vivida, com intenso contraste entre a polpa branca e a
vermelha. Os agregados foram classificados como “grandes”, com 6,5 — 14,4 um? de
area, pois expandiam-se e fundiam-se com os adjacentes.

Os achados histopatologicos estdo apresentados na Figura 10. A lesdo mais
frequente foi a congestéo (20/72), seguida pela atrofia linfoide das PALS (12/72).

As lesdes foram organizadas em planilha de presenga/auséncia, incluindo
hiperplasia estromal, infiltrado granulocitico moderado, hematopoiese extramedular,
congestdo, atrofia de PALS, hiperplasia de macroéfagos, hiperplasia de linfécitos,
angiectasia, degeneracdo/necrose de PALS, degeneracdo/necrose de estroma,
apoptose de PALS, hiperplasia de melanomacréfagos, hiperplasia de plasmacitos,

eritrofagocitose, corpusculos de Russell e coccideos.

Figura 10. Alteracdes histoldgicas observadas em bagos de L. macrosternum em &reas cultivadas de
Tabuleiro do Norte (CE). A) Arquitetura tipica. 40x, HE. Polpa branca (cabecas de seta) e polpa
vermelha (asteriscos). B) Congestéo difusa com reducdo de PALS. 40x, HE. C) Desorganizacdo do
parénquima por multiplos granulomas. 40x, HE. Detalhe canto superior direito: granuloma com cristais
no centro (asteriscos). 1000x, HE. D) Mdltiplos vacuolos contendo estruturas esféricas, compativeis
com esquizontes de coccideos. 400x, HE. E) Hiperplasia de macréfagos na polpa vermelha, contendo
célula hematopoiética em mitose no centro. 1000x, HE. F) Foco de hematopoiese extramedular na
polpa branca. 1000x, HE. G) Hiperplasia difusa de melanomacrofagos. 400x, HE. H) Deplecéo difusa
das polpas branca e vermelha. 400x, HE.
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Fonte: Braga (2022).
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Os resultados da anélise de variancia multivariada ndo encontraram diferenca
entre as areas, mas revelaram diferenca significativa dos achados histopatologicos no
baco entre os diferentes sitios de coleta. O teste post-hoc mostrou que a diferenca se
encontrava entre S3 e S4 (F=3,0326; p = 0,007**). Os demais sitios ndo apresentaram
diferencas significativas entre si no conjunto de lesbes analisadas. Em analises
isoladas no GLM, foram observadas frequéncias significativamente maiores de
infiltrados granulociticos em Al (z=1,975; p=0,04832*), e de atrofias linfoides em AO
(z=-2,186; p=0,0288*).

5.2.3. Alteracdes linfoides — Discusséo dos achados

Mesmo apdés trés décadas de preocupacdo com o declinio mundial das
populacdes de anfibios, ainda sao raros os estudos ecotoxicoldgicos usando modelos
anfibios. As evidéncias mais frequentes de imunotoxicidade em anfibios séo
produzidas in vitro com linhagens celulares ou espécies experimentais como X. laevis
(KATAOCA e KISHIWADA, 2021). A escassez de dados especificos dificultou a
discusséo dos achados do presente trabalho; desta forma, citamos ocorréncias em
grupos taxondmicos distintos, que podem, eventualmente, ter comprovada sua
semelhanca futuramente.

Compostos quimicos de uso agricola e industrial podem causar efeitos deletérios
em o6rgdos linfoides. Além dos efeitos anticolinesterasicos amplamente conhecidos,
relata-se que inseticidas organofosforados e carbamatos podem ter efeitos
imunotéxicos, produzindo atrofia de cortex timico e reduzindo o tamanho dos centros
germinativos no baco de coelhos, além de inibirem a lise de eritrécitos sensibilizados
por anticorpos em ovinos, e a dinamica celular em reacfes de hipersensibilidade e
imunidade inata (GUPTA, 2007).

Os metais potencialmente toxicos Pb, Cd e Hg afetam o sistema imune em doses
de exposicdo, sem afetar os demais sistemas e assim dificultam o diagnéstico das
sindromes decorrentes. Pb, Hg e Ni sdo relatados como imunossupressores em
diversos relatos, enquanto baixas doses de Se, Zn e Mn s&o imunoestimulantes. Os
mecanismos de acdo imunotdxicas dos metais sdo variados, formando complexos
com macromoléculas, alterando sintese proteica, integridade das membranas e a

replicacédo dos acidos nucleicos (GUPTA, 2007).
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Apesar de ser essencial para a maioria dos organismos, 0 Mn pode ser téxico
em altas doses ou concentracdes de exposicdo. A imunotoxicidade do Mn em
organismos aquaticos invertebrados foi revisada por Hernroth et al. (2020),
ressaltando efeitos deletérios dose-dependentes, incluindo proliferagdo de mondcitos
e neutrofilos, reducdo de linfécitos, estimulacdo a apoptose de células
hematopoiéticas, dentre outros efeitos (HERNROTH et al., 2020). Ao contrario dos
achados em invertebrados aquéticos, o resultado do GLM apontou para tendéncia a
influéncia positiva do Mn quantificado na contagem de linfécitos nas amostras de timo,
0 gue necessita de mais analises com maiores amostras para conclusdes solidas.

Compostos de latdo organico, empregados amplamente como estabilizadores
de materiais plasticos, conservantes de madeira, antimofo e defensivos agricolas, sdo
conhecidos como altamente timotéxicos. Em interacdo tanto com o latdo organico
guanto com outros compostos, o Cd pode ter efeitos estimulantes sobre o sistema
imune (JOHNSON et al., 2000). Sabe-se que a atividade metal-mecanica em
Tabuleiro do Norte &€ bem desenvolvida, e que seus residuos podem gerar
contaminag¢@o ambiental mesmo em areas afastadas da origem (SOUZA et al., 2020).

A avaliacdo histopatolégica, foram observadas alteracbes vasculares e
inflamatorias. A congestdo esplénica é considerada um achado comum em animais
experimentais, pois pode estar associada ao método de eutanasia ou a técnica de
necrépsia utilizada; mas distarbios vasculares, septicemia, doencas hemoliticas e
neoplasias também podem ser a causa (SUTTIE, 2006; FRY e McGAVIN, 2012). Em
alguns animais, foi possivel observar a indefinicdo de areas da polpa vermelha, que
em baco congestos pode decorrer de necrose focal. Ja a formacdo de granulomas
deriva muitas vezes da hiperplasia do sistema fagocitario do baco, reagindo
especialmente contra hemoparasitas, micobactérias e fungos (FRY e McGAVIN,
2012). As amostras contendo granulomas foram submetidas as coloracfes de Ziehl-
Neelsen e metenamina de prata de Grocott, que se mostraram negativas para bacilos
alcool-acido resistentes e fungos leveduriformes, respectivamente. Foram notados
cristais castanho-amarelados aciculares ou prismatico nos centros de alguns
granulomas, sugestivos de corpusculos de Gamna-Gandy. Os corpusculos de
Gamna-Gandy sdo nodulos esplénicos originarios de reacdo inflamatoria
granulomatosa do tipo corpo estranho, desencadeados por depdésitos de sais de Fe
ou Ca no parénquima esplénico. Estdo associados a varios tipos de carcinomas, e

condi¢cdes vasculares como hipertensdo portal, parpura e anemia hemolitica em
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humanos (PIUBELLI et al., 2019). Pela falta de relatos publicados, parece néo ser
comum em animais, tendo sido encontrado apenas um registro em felino doméstico
(RYSEFF et al., 2014). Em animais, ha proliferacdo cronica de macrofagos em
condi¢cdes de anemia hemolitica e de congestdo crbnica, secundaria a hipertensédo
portal ou da veia esplénica (FRY e McGAVIN, 2012). Causas de hipertensdo da veia
esplénica podem ser obstrutivas, neoplasicas, autoimunes e téxicas, como exposi¢cao
a corticosteroide exdgeno (LAURENSON et al., 2010); ou por aumento de atividade
proé-coagulante dos eritrocitos secundaria a exposi¢ao a elementos quimicos como Hg
e Cd (LIM et al., 2010; ARBI et al., 2017).

A hematopoiese extramedular em anfibios tem sido estudada por diversos
pesquisadores ha décadas. Sabe-se que na fase jovem, a eritropoiese ocorre no
figado e nos rins, enquanto em adultos ocorre na medula éssea, no figado e no baco.
A linfopoiese ocorre no timo, com a maturacdo ocorrendo no baco, mas possui
peculiaridades entre espécies (ARIKAN e CICEK, 2014). Em uma rapida metanélise,
a frequéncia global de hematopoiese extramedular foi significativamente superior (X2
= 5,2864, df = 1, p-valor = 0,02149) a observada por DE PAULA (2011) em anfibios
da Estacdo da Boraceia (SP). A hiperplasia linfoide esplénica também se mostrou
proporcionalmente superior, mas sem significancia estatistica (X? = 1.068, df = 1, p-
valor = 0,3014). Esses sdo dos poucos dados disponiveis na literatura e que foram
utilizados numa tentativa de comparacao entre anfibios de areas com diferentes graus
de antropizagéo.

N&o foram observadas diferencas estatisticas entre as areas de coleta. Este
resultado sugere que todos os individuos coletados estavam sujeitos as mesmas
condi¢cdes ambientais, independente dos diferentes graus de aplicacdo de praticas
agropecudrias descritas nas diferentes areas. E possivel que a espécie escolhida para
o estudo, por ser bem abundante nos municipios da regido e, por conseguinte, bem
adaptada aos seus habitats, possa ter maior resisténcia imunolégica as pressdes
toxicas registradas na regido. Embora os sitios escolhidos como controles (S1 e S2)
nao registrassem cultivo tradicional ha mais de 10 anos, ndo foi realizada nenhuma
analise ambiental local de deposi¢do de substancias quimicas no solo e nas aguas
para confirma-las como livres de contaminagdo. Nas areas cultivadas, havia
agricultura comercial em larga escala e potencial uso de inseticidas, como o
Dimetoato. Estudos ja mostraram que 0s agrotoxicos empregados na fruticultura da

regido sdo potenciais contaminantes de agua e solos (MILHOME et al., 2009; GAMA
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et al., 2013; PINHEIRO et al., 2016). Analises regionais ja detectaram contaminacao
de aguas superficiais e profundas por inseticidas, fungicidas, herbicidas (AVELINO et
al. 2013, MILHOME et al., 2015, SOUSA et al. 2016) e EQPT, como Al e Pb, acima
do permitido pelo CONAMA (NOBRE et al.,, 2018). Sabe-se que o Dimetoato tem
imunotoxicidade especifica, causando retardo em reacdes de hipersensibilidade e na

dindmica das células imunes (GUPTA, 2007)

5.3.Quimica analitica

Foram incluidos individuos adultos de ambos os sexos, cuja massa corporal
variou entre 14 e 65g. Individuos menores que 14g foram excluidos, pois apds secos
e triturados ndo atingiriam a massa minima para a preparacdo das solucdes de
analise. Do total de individuos coletados, 39,8% (41/103) ndo atingiram a massa
minima final para o ICP-MS, sendo mais da metade deles (27/41) provenientes de Al.
A amostra final foi composta por 63 individuos, distribuidos como apresentados na
Tabela 8.

Tabela 8. Distribuicdo da amostra de L. macrosternum de Tabuleiro do Norte, BRJ (CE), analisada
por ICP-MS.

Status de area

Sexo A0 Al Total
Fémeas 28 9 37
Machos 12 14 26
Total 40 23 63

Fonte: Braga (2021)

Gréfico 2. Distribuicdo das concentracdes de elementos de importancia toxicolégica em carcacas
de L. macrosternum, em diferentes status de areas de coleta (0/1), do BRJ, Ceard, Brasil. a) Fe
e Zn; b) Mn e Cu; c) Cr, Ni e Pb; e d) Co, As e Cd.
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Fonte: Braga (2021), elaborado no software R.

N&o foi observada diferenca significativa nas concentracdes dos elementos
detectados nas carcacas por status de area, exceto pela significancia marginal (0,05
<p<0,1)do As (W = 325, p-valor = 0,07291), apontando maior mediana em Al.

Cr, Fe, Cu, Co, Ni, As, Cd e Pb apresentaram variancias significativamente diferentes
por area (Tabela 9). Menores variancias sugerem amostras com exposicdo mais
homogénea e constante. Maior variancia pode estar ligada a individuos mais
jovens/menor CRC/menor massa e por conseguinte menor exposi¢cao até o momento
da coleta. Valores de F maiores que 1 mostram variancia superior em AO.

Fe, Co e As mostraram mais homogeneidade de concentragfes (menores variancias)

nas areas nao cultivadas, 0 que sugere exposicdo constante e/ou populacao
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homogénea em tamanho e faixa etaria. Cu, Ni, Cd e Pb mostraram menores variancias

e medianas ligeiramente superiores em Al.

Tabela 9. Comparacéo das variancias de concentracdo de metais em carcacas de L. macrosternum
entre AO/A1 no BRJ, Cear4, Brasil.

Analito F-valor IC p-valor
As 2,42 1,09-4,96 0,029 *
Cd 4,86 2,19-9,95 0,000 ***
Co 181,62 82,0-371,34 0,000 ***
Cr 20482,01 9248-41877 0,000 ***
Cu 9,77 4,41-19,97 0,000 ***
Fe 18,97 0,57-38,79 0,000 **=*
Mn 1,28 0,57-2,61 0,546
Ni 10353,01 4675-21168 0,000 ***
Pb 2,23 1,00-4,56 0,047 *
Zn 0,96 0,43-1,98 0,900

(Cédigos de significancia: “*** 0,001 “* 0,01 * 0,05 ). Fonte: Braga (2021)

Uma amostra (A0, S1) apresentou as mais altas concentracdes de Cr
(138.152,484 mg/kg), Mn (24.439,499 mg/kg), Fe (558.616,896 mg/kg), Co (1.411,087
mg/kg) e As (80,385 mg/kg). Esses valores discrepantes representaram duas a 60
vezes as médias da concentracdo de seus respectivos elementos detectados.

As correlagdes entre os analitos foram classificadas como fortes (=0,66),
moderadas (0,34-0,65) e fracas (< 0,33) (Tabela 10). Foram observadas correlactes
significativas entre Ca, P e Mg, 0 que era esperado, uma vez se tratando da analise
predominante de tecidos 6sseo e musculo esquelético. As correlacdes significativas
mais fortes foram do Zn com Mg, Ca e P; correlagbes significativas de menor forca

foram observadas entre o Cr, Ni, Cu, As e Pb.

Tabela 10. Matriz de correlagdo entre os elementos metais e ndo-metais quantificados pela ICP-MS.

Mg P S Ca Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn As Cd Pb
Mg 1,000
P 0,609 *** 1,000
-0,062 * 0,312 * 1,000

Ca 0,604 ** 0,979 ** 0,243 1,000

Cr 0,127 * 0,345 ** 0,301 0,320 ** 1,000

Mn 0,240 ** 0,181 * -0,062 0,151 0,050 1,000

Fe 0,016 0,039 0,211 -0,002 ** 0,565 ** 0,267 1,000

Co -0,024 -0,046 0,008 -0,075 ** 0,480 ** 0,242 0,696 *** 1,000

Ni 0,119 * 0,139 * 0,193 0,125 *** 0,559 ** -0,058 0,290 0,370 * 1,000

Cu 0367 * 0,146 0,263 0,146 0,307 *** -0,067 0,028 0,077 0,457 * 1,000

Zn 0,691 ** 0,380 ** -0,106 * 0,410 ** 0,289 0,330 ** 0,092 0,166 0,282 ** 0,452 * 1,000

As 0,287 ** 0,300 * 0,052 0,297 0,257 0,102 0,349 ** 0,283 * 0,364 ** 0,027 0,271 * 1,000

Cd 0,053 0,059 -0,018 0,090 0,243 -0,145 0,206 0,229 ** 0,192 0,042 0,113 0,133 1,000
Pb 0,159 * 0,259 * -0,153 0,291 * 0,166 * 0,253 0,052 -0,104 0,012 -0,128 0,257 ** 0,298 -0,149 1,000

(Cadigos de significancia: *“*** 0,001 ** 0,01 *’ 0,05). Fonte: Braga (2021), elaborado no software R.
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O PCA (Grafico 3A) revelou que os componentes principais PC1 e PC2
responderam por 60,2% da variabilidade do conjunto dos dados. Dentre 0os metais dos
eixos principais: Cr e Ni tiveram as maiores correlagées com o PC1 (43,0%), seguidos
por Co, Fe e As (42,9 a 36,1%); Pb teve a maior correlagdo com o PC2 (61,5%),
seguido por Zn e Mn (50,7 a 43,3%). As elipses representam os intervalos de
confianga da variancia nos status de area, confirmando a maior dispersao de dados
em AO.

A analise de grupamento de individuos (Gréafico 3B) indicou um nimero 6timo de
grupamentos igual a 4, o qual causaria o0 melhor distanciamento entre 0s grupos de
individuos afetados, com a menor variancia intra-grupo (Average Silhouette Width =
0,13). A grande maioria dos individuos (n=31) se acumulou no grupamento 1, seguida
pelo grupamento 2 (n=26); enquanto uma parcela menor (n=5) se acumulou no
grupamento 4, e um individuo discrepante foi considerado como grupamento 3. Os
resultados mostraram que nao houve coincidéncia perfeita de individuos afetados com
os status de area; contudo, os grupamentos 2, 3 e 4 mostraram uma maior influéncia
de PC1 (Cr, Ni, Co, Fe e As), ao mesmo tempo que o grupamento 1 foi principalmente
influenciado por PC2 (Pb, Zn e Mn).

Grafico 3. Analises multivariadas das amostras de L. macrosternum coletadas no BRJ. a) PCA com
vetores de correlagdo das varidveis aos eixos principais. b) Andlise de grupamento (cluster) dos
individuos quanto as concentragfes dos elementos quantificados.
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Fonte: Braga (2022), elaborado no software R, pacote GGPIot2.



79

A andlise de grupamento dos eixos principais PC1 e PC2 esta representada no
Grafico 4. O dendrograma revelou as correlacfes entre os metais mais influentes em
cada eixo principal, agrupando-0s em suas provaveis origens.

Sobre as influéncias das varidveis categoricas, o GLM (Tabela 11) revelou que
as concentracfes de Mn e Pb foram influenciadas inversamente pelo indice corporal
dos individuos; Fe foi influenciado inversamente pelo sexo (maiores concentracfes
em fémeas), e As foi influenciado diretamente pelo status de area (maiores
concentracbes em AO0). Além disso, Pb também se mostrou negativamente

influenciado pela concentracao corporal de Ca.

Gréfico 4. Andlises multivariadas das amostras de L. macrosternum coletadas no BRJ. Analise de
grupamento dos elementos correlacionados aos eixos principais a) PC1 e b) PC2.
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Fonte: Braga (2021), elaborado no software R.
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Tabela 11. Resultado do GLM mostrando alfa menor que 5% nas relacdes entre Mn, Pb, Fe e As
e fatores de influéncia em carcacas de L. macrosternum adultos, de Tabuleiro do Norte (CE).

Estimacao Erro P. t-valor Pr(>Jt])
Mn
(Intercept) 9,98E-02 9,70E-03 10,291 1,30E-14 ***
indice Corp -1,03E-01 3,99E-02 -2,582 0,0124 *
Sexo-m -1,40E-03 6,11E-03 -0,229 0,8198
Status de Area 4,81E-04 6,19E-03 0,078 0,9383
Pb
(Intercept) 8,00E+00 1,25E+00 6,422 2,90E-08 ***
indice Corp -5,11E+00 2,52E+00 -2,030 0,047 *
Sexo-m 1,01E+00 4,35E-01 2,322 0,02384 *
Ca -7,02E-08 2,11E-08 -3,334 0,00151 **
Fe
(Intercept) 3,69E-02 4,32E-03 8,549 7,42E-12 ***
indice Corp -2,53E-02 1,78E-02 -1,422 0,161
Sexo-m -5,71E-03 2,54E-03 -2,254 0,028 *
As
(Intercept) 0,049901 0,001982 25,172 <2e-16 ***
Status de Area -0,007573 0,002933 -2,582 0,0123 *

(Cddigos de significAncia: 0 “** 0,001 ** 0,01 *’ 0,05). Fonte:
Braga (2021), elaborado no software R.

5.3.1. Quimica analitica — Discussao dos achados

De acordo com o volume de publicacdes disponiveis em periddicos indexados,
o uso de anfibios como biomarcadores de elementos potencialmente toxicos vem se
popularizando nos ultimos dez anos. Comparando os resultados (Tabela 12),
percebeu-se que as concentracdes aqui obtidas sdo equivalentes a maioria dos

valores disponiveis para diferentes espécies de anuros na literatura.
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Tabela 12. Comparacédo entre concentracdes de elementos potencialmente téxicos em tecidos de
anfibios (amostras secas), publicadas entre 1998 e 2020.

mg/kg Este Lombourdis  Marques et Marques Correia et Qureshi et  Proki¢ et al., Thanomsangad
trabalho E Wray, 1998 al., 2011 etal., 2011 al., 2014 al., 2015 2016 et al., 2020
Tecido carcaga carcaca 0SS0S musculo musculo musculo musculo musculo
Cr 0,17 +0,19 21+5 1,41 +0,30 1,20+0,10  14,9+4,62 0,89 +0,41 0,41 +0,06 2,28 +0,07
Mn 13,07 + 4,01 160 +38 248,09 +46,57 181+020  2,67+3,56 1,64 + 0,46 NA NA
Fe 34,88 + 13,67 NA 4588+3,48 26,77+585 785+11,4 5876+ 28,33 22,17+ 1,38 NA
Co 0,05+ 0,01 3+0 0,92 +0,07 0,08 + 0,02 NA 1,11+0,19 0,02 +0,00 NA
Ni 0,30+0,13 27+3 3,63+0,19 041+0,10 17,2+4,35 7,76 £0,95 0,25+ 0,03 NA
Cu 1,74+ 1,14 27+ 15 2,37+0,14 3,14+0,39 0550+0540 2,84+1,24 1,12 +0,07 NA
Zn 111,84 + 12,69 840 + 136 170,95+6,98 21,91+1,63 39,1+2258  13,94+6,77 23,81+ 1,75 NA
As 0,21 +0,05 NA 0,10 + 0,02 0,18 + 0,02 NA NA NA 0,27 +0,05
Cd 0,01+0,01 0,7+0,1 <LD <LD NA 7,69 0,82 0,01 +0,00 0,01 +0,00
Pb 0,28 +0,13 5+1 1,59 + 0,41 <LD NA 11,44 + 4,0 0,05 + 0,02 0,40 0,12

* NA = nédo se aplica. LD = limite de detec¢&o. Fonte: Braga (2021).

Lombourdis e Wray (1998) compararam concentracdes de Al, Cr, Mn, Co, Ni, Cu,
Zn, Rb (Rubidio), Sr (Estréncio), Mo, Cd, Cs (Césio), Ba (Béario) e Pb em figados e
carcacas de Rana ridibunda de um rio em area urbana na Macedbnia. Encontraram
valores significativamente superiores de Al, Mn, Sr e Ba em carcacas, e de Cr, Co, Ni,
Cu, Mo e Cd em figados. Zn, Rb, Cs e Pb ndo mostraram diferenca significativa entre
os dois tecidos. Esse foi o Unico trabalho realizado com carcacgas inteiras e as
concentracdes superaram os demais achados citados, incluindo os deste trabalho.

Sobre as concentracbes dos elementos detectados em carcacas de L.
macrosternum no presente trabalho, comparadas a referéncias na ultima década:

e Concentracdes de Mn, Fe e Zn superaram as concentracées em musculo,
mas foram inferiores as concentra¢des em 0ssos detectados por Marques et al. (2011)
em espécimes de Pelophylax perezi, em uma mina de Uranio desativada em Portugal;

e Concentracdes de Cr foram inferiores as das demais referéncias citadas;

e Concentracdes de Co e Ni superaram levemente somente as de Proki¢ et al.
(2016) em P.perezi de um rio antropizado na Sérvia;

e Concentracdes de Cu foram inferiores as demais, exceto as de Correia et al.
(2014) em L. ocelatus no Rio Contas, também no nordeste do Brasil;

e Concentracdes de Zn foram superiores as de Correia et al. (2014), Zocche et
al. (2014), Qureshi et al. (2015) e Prokic et al. (2016), e equivalentes as de Marques
et al. (2011) e Idowu et al. (2014);

e Concentracdes de As foram equivalentes as de Marques et al. (2011) e

Thanomsangad et al. (2020);
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e Concentracdes de Cd foram inferiores as de Idowu et al. (2014) e Qureshi et
al. (2015), e equivalentes as de Prokic et al. (2016) e Thanomsangad et al. (2020);

e Concentracdes de Pb foram inferiores as demais, exceto as de Prokic et al.
(2016).

Cr, Mn, Cu, Fe, Co, Ni, Zn, Cd e Pb ja foram detectados e quantificados em solos
do BRJ (TEIXEIRA FILHO, 2016). Uma tentativa de metanalise sobre esses dados foi
realizada; contudo, correlagbes entre contaminantes em solos e tecidos de animais
terrestres séo bastante complexas, pois dependem da afinidade do elemento pelo
tecido testado. Miranda et al. (2009) observaram correlacdes significativas apenas
entre Ni acumulado nos rins, Cu acumulado em figado e musculo de bovinos, e os
mesmos metais acumulados em solos e plantas forrageiras na regido da Galicia,
Espanha.

Mn, Fe e Zn sdo microminerais essenciais ao metabolismo animal. Mn é um
metal de transicdo que atua como cofator bioquimico e enzimatico, além de participar
do desenvolvimento e da regulagcdo de neurbnios e células imunes. Contudo,
superexposicdo ao Mn causa toxicose sistémica em diferentes estagios de
desenvolvimento. Seus principais sitios de acumulo sdo 0ssos, figado, rins, pancreas,
adrenais e pituitaria. O cérebro é o principal alvo de toxicidade do Mn, seguido por
coracao e figado (O'NEAL e ZHENG, 2015). As concentracfes quantificadas neste
trabalho podem envolver acimulo no tecido nervoso, uma vez que carcacas inteiras,
incluindo cérebro e medula espinhal, foram utilizadas na analise.

Puro, reativo e corrosivel, o Fe é o metal mais abundante da crosta terrestre
(NCBI,2021). Do total de Fe presente no organismo, mais de 30% encontram-se
ligados a hemoglobina, cerca de 10% a mioglobina e enzimas, e o restante ligado a
proteinas de reserva Ferritina e Hemossiderina. A excre¢ao do Fe € limitada; portanto,
sua homeostase € regulada pela distribuichio do mesmo entre necessidades
organicas. Fatores que influenciam a absorcdo do Fe incluem a idade e o status de
saude do individuo, condi¢des do trato digestoério, quantidade e forma quimica do Fe
e outros componentes da dieta. As maiores concentragcdes de Fe sdo encontradas em
figado, baco e medula éssea; a toxicidade se manifesta em trato digestorio, figado e
miocardio, quando a capacidade de ligacdo ibnica dos Orgdos-alvo € ultrapassada.
fons de Fe livres causam danos oxidativos, incluindo desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas (GUPTA, 2007).
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O Zn € um dos metais mais comuns na crosta terrestre, presente na agua, nos
solos e no ar. Os usos comerciais do Zn incluem anticorrosivos, baterias secas,
producdo de latdo e bronze, tintas, borracha, corantes, conservantes de madeira e
unguentos (NCBI,2021). Segundo Gupta (2007), como microelemento essencial do
metabolismo dos vertebrados, participa da composicdo de mais de 200 enzimas.
Distribui-se pela corrente sanguinea para figado, pancreas, rins, baco, prostata e
musculos. Sinais clinicos de toxicose por Zn incluem hipercreatinemia, azotemia,
hiperfosfatemia e cilindrdria granular. Pancreatite, artrite e insuficiéncia renal agudas
sdo também relatadas (GUPTA, 2007). Os achados patologicos incluem necrose
hepatica, nefrite intersticial, necrose tubular aguda, coagulopatias, e, em casos de
ingestdo crbnica, anemia sideroblastica e sindrome mielodisplasica (AGNEW e
SLESINGER, 2021). Concentracfes médias de Zn de 22,20 + 1,51 mg/kg, em figados,
e 7,02 £ 0,24 mg/kg, em musculo (significativamente maiores que as amostras da area
controle), foram detectadas em P. ridibundus adultos de rios poluidos na Bulgaria,
diante de uma concentracdo de 58ug/L de Zn em amostras de agua in situ (ZHELEV
et al., 2020). As concentragcdes em carcacas de L. macrosternum deste trabalho
representam cerca de cinco vezes a acumulacdo hepatica e quinze vezes a
acumulacdo muscular observada nos anuros da Bulgéaria, sugerindo maior
concentracdo ambiental do Zn ou mais tempo de exposicéo dos individuos.

As € um metaloide ubiquo, disponivel em formas organica e inorganica. E
utilizado na producéo de inseticidas, herbicidas e fertilizantes, e esta envolvido na
intoxicacdo de humanos e animais. Acumula-se lentamente no figado, sendo entao
distribuido para baco, rins e pulmdes. Em exposicado crénica, pode ser armazenado
em 0ssos, pele e tecidos queratinizados (GUPTA, 2007). Essa informacéo revela que
0 As detectado e quantificado em L. macrosternum do BRJ € um contaminante crénico
da regido, uma vez que foi detectado nas carcacas, em 0ss0s, musculo, conjuntivo e
pele.

Concentracdes de Cr, Co, Ni, Cu, Cd e Pb acumulados nas carcacas de L.
macrosternum do BRJ se apresentaram inferiores a todas (ou quase todas) as
referéncias em anfibios na Gltima década. E possivel que realmente as concentracdes
ambientais fossem mais baixas que nos demais locais citados na literatura; no
entanto, note-se que os presentes resultados decorreram da analise de tecidos mistos
(ossos, musculos e pele) e foram comparados com concentracbfes apenas em

musculo. Outra questéo importante € a do acumulo diferencial dos metais em tecidos
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e orgaos por afinidade bioquimica. A matriz de correlacdo apontou que Zn, Cr, Ni, Cu,
As e Pb mostraram forte a moderada afinidades por Mg, P e Ca da carcaca. Conforme
Swaminathan (2003), 60% do Mg organico encontram-se nos 0ssos e 20% na
musculatura esquelética. Desta forma, a carcacga seria adequada para o estudo de
metais com ampla afinidade orgéanica, como o Pb, ou com afinidade seletiva pelos
tecidos das carcacas, como Cr, Mn, Zn e As (GUPTA, 2007; BENCKO et al., 2017).
Ossos e musculos ndo acumulam altas concentracdes de Cd (GUPTA, 2007). Ni tem
rapido clearance metabdlico, portanto, baixo acumulo tecidual, exceto nos pulmdes
(EISLER, 1998).

As fontes de contaminacao por elementos potencialmente téxicos no perimetro
irrigado do BRJ podem ter origem em formulacdes de fertilizantes e agrotéxicos.
Apesar de ndo terem sido investigados possiveis contaminacdes em agua e solos dos
sitios de coleta, embalagens (tanto lacradas quanto vazias para descarte) dos
produtos Dimetoato (Agritoato 400®,inseticida organofosforado), haloxifope-metilico
(Verdict R®, herbicida seletivo derivado do acido alioxifenoxipropiénico), metomil
(Brazuka®, inseticida carbamato), além de hidrocarbonetos aromaticos (Dash HC®,
adjuvante emulsionavel para diluicdo de agrotoxicos concentrados) foram observadas
em uma area de armazenamento num dos sitios de cultivo comercial. Segundo
Gimeno-Garcia et al. (1996), Cd, Co, Cu e Zn foram observados como impurezas de
fertilizantes fosfatados; Pb e Ni como impurezas dos sais de Fe e Cu. Ja nos
agrotoxicos, Fe, Mn, Zn, Pb, Ni, Cd e Co foram detectados no bentiocarb (Saturn G®)
e molinato (Ordram®), herbicidas para rizicultura, e no propinebe (Antracol®),
fungicida organico de amplo espectro. Entretanto, o Vale do Jaguaribe tem amplas
potencialidades econbmicas também no ramo industrial. Os processos de
desenvolvimento levaram ao inchamento dos centros urbanos, a ocupacao
desordenada dos solos urbanos, e a producédo excessiva de residuos sélidos, com
consequente poluicdo dos recursos hidricos por efluentes domésticos, hospitalares e
industriais sem tratamento adequado (CEARA, 2016; ANDRADE e ALVES, 2019).

Sobre a PCA, como PC1 e PC2 responderam juntos por 60,2% da variancia das
concentracdes de metais quantificadas. Os demais componentes principais nao foram
considerados nessa analise, pois responderam por parcelas menores da variancia.

O dendrograma do eixo PC1 revelou grupamentos de metais provavelmente de
mesma origem. O grupamento Fe-Co-Cr-Ni contém metais que séo empregados em
metalurgia (EL-SAYED et al., 2012; REZAZADEH et al., 2020). Mais distante dos
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terminais ja citados, o grupamento Zn-Pb-Mn-Cd compreende fontes de origem
comuns, como metalurgia, producdo de ligas metalicas, baterias, selantes e
pigmentos (TCHOUNWOU et al., 2012). O uso de metalurgia e pigmentos é justificado
pela existéncia de varias empresas metallrgicas e téxteis de pequeno e médio porte
na regiao do Vale do Jaguaribe, incluindo nos entornos dos sitios de coleta. A recente
implementacédo do polo metalmecanico industrial do Vale do Jaguaribe ira formalizar
e impulsionar esse setor (LIMA, 2013; FALCAO, 2021), gerando um incremento no
potencial contaminador ambiental. A mineragao clandestina e a producéo de ceramica
existentes na regido, notadamente no municipio de Tabuleiro do Norte, utilizam
técnicas de baixa tecnologia e contribuem para a erosédo e poluicdo dos solos e do
lencol freatico (PANTALENA et al., 2014). Devido a alta capacidade adsortiva, rochas
calcarias contém teores variados de elementos potencialmente toxicos, de acordo
com a formacdo geologica adjacente, o que pode gerar contaminacdo ambiental
através da distribuicdo de produtos extraidos, como por meio da calagem para
correcao de solos (SOARES et al., 2015). Segundo o Governo do Estado do Ceara, a
mineracdo clandestina e predatéria no Vale do Jaguaribe consiste em uma
preocupante questéo ambiental (CEARA, 2016).

Segundo os resultados do GLM, o indice corporal foi influenciado por acumulo
de Mn e Pb, no qual carcacas com maiores massas tiveram maiores acumulos. O
achado foi compativel com o de Lombourdis e Wray (1998). Deficiéncia mineral e dieta
rica em gordura pode aumentar a absor¢éo do Pb de 7 a 20 vezes. Individuos jovens
absorvem maiores quantidades de Mn e Pb pela via digestiva. Deficiéncia de Ca
permite 0 aumento da absorcao de Pb (GUPTA, 2007; O'NEAL e ZHENG, 2015). Mn
e Pb tiveram correlacdes positivas de menor forgca com o Mg da carcaca, o que justifica
a influéncia apontada pelo GLM. Possivelmente isto pode ser justificado pela
exposicao cronica precoce de individuos jovens. Os anuros absorvem a maior parte
do Ca através da pele; portanto, dermatopatias podem alterar esse processo (FERRIE
et al., 2014). O Mn pode se originar de fontes naturais, como erosao de solos, ou de
fontes antropogénicas, como atividades metallrgicas e fabricacdo de baterias secas,
vidro, couro, artigos téxteis, e fertilizantes. Outras fontes antropogénicas sao a queima
de combustiveis com aditivos de Mn, suspenséo de poeira de estradas, atividades em
pedreiras, construcdo civil e agricultura. Metalurgia e siderurgia séo as principais
fontes de poluicdo atmosférica por Mn (WHO, 2000). Em solos superficiais do BRJ, a
concentracédo de Mn variou de 124,6 — 349,9 mg/kg (TEIXEIRA FILHO, 2016). Solos,
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rochas e plantas em decomposicao sao fontes naturais de depdsito de Mn no meio
ambiente; entretanto, as potenciais fontes de contaminagdo antropica incluem
mineragdo (MnOy), fabricacdo de baterias secas, fundi¢des, siderurgia, producédo de
solugdes de contraste para diagnoéstico médico, purificadores de agua e producao de
agrotoxicos (O'NEAL e ZHENG, 2015). Concentracdes de Fe foram superiores nas
carcacas de machos, uma vez que possuem maior carga muscular (YEKTA e
BLACKBURN, 1992). As concentracbes do Fe em solos subsuperficiais no BRJ
chegaram a 25.000mg/kg. Neste trabalho, as concentracdes de Fe em carcacas de L.
macrosternum chegaram ao maximo de 48mg/kg; porém, certamente as analises em
figado, baco e medula 6ssea poderiam chegar a valores até 200 vezes superiores a
este (MARQUES et al., 2011). Concentracdes de As foram superiores em areas nao
cultivadas, e podem estar relacionadas a prépria distribuicdo geoquimica natural do
elemento na regido (CALADO, 2016). Em ampla revisdo de literatura, Shaji et al.
(2021) mostraram a importancia do As como contaminante de aguas profundas, com
relatos em todos os continentes. Fontes naturais de contaminagao incluem rochas
vulcanicas e sedimentares, porém as aclGes antropogénicas de mineracdo e
exploracdo de petréleo e carvdo tém contribuido progressivamente mais. A
disseminacdo do As nas aguas subterrdneas se da através de processos
biogeoquimicos. Frizzo (2006) coordenou um levantamento de contaminacdo por
metais nas aguas de abastecimento publico do estado do Ceara, encontrando um
valor de 0,01mg/L de As em 44 amostras de agua subterranea no estado. Ja Teixeira
Filho (2016) ndo encontrou valores detectaveis de As em solos do BRJ, o0 que remete

a uma possivel contaminacdo antropogénica focal nos sitios de coleta.

Essa secéo foi publicada no Environmental Chemistry and Ecotoxicology (Anexo 10):

BRAGA, R.R. et al. Leptodactylus macrosternum (Anura: Leptodactylidae) as a bioindicator of
potentially toxic chemical elements in irrigated perimeters in northeastern Brazil. Environmental
Chemistry and Ecotoxicology, v. 4, p. 124-131, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.enceco0.2022.02.003 .



https://doi.org/10.1016/j.enceco.2022.02.003
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5.4.Influéncia dos contaminantes quimicos sobre as lesdes avaliadas

Escassas publica¢cbes sobre a influéncia de elementos quimicos potencialmente
toxicos na funcdo de 6rgados endocrinos e linfoides de anuros, dentre outros animais
ectotérmicos, estdo disponiveis na literatura; por conseguinte serdo citadas as
correlagcbes ja comprovadas, mesmo que contemplem alvos de outros grupos

taxondmicos, mesmo endotérmicos.

5.4.1. Orgdos endocrinos: paratireoides, ilhotas pancreaticas e

interrenais

A RDA para dados binarios consiste em um tipo de regresséo logistica multipla
multivariada, realizada a partir da reducdo das variaveis preditoras a seus
componentes principais.

Sobre o estudo de causalidade, a RDA para dados binarios revelou que:

. Nas paratireoides, o eixo PC1 dos elementos potencialmente téxicos
detectados mostrou influéncia significativa predominante em espessamento de
capsula, acumulo periférico de melanomacréfagos, infiltrado granulocitico e
acumulo de lipidios no parénquima, os quais contaram com 58 a 39% da
variancia dos dados analisados. Dentre as variaveis resposta inseridas no
modelo, o espessamento de cépsula e o acumulo de lipidios mostraram
Pseudo-R? relativamente superior (apesar de considerados absolutamente
baixos) e significancias estatisticas (Tabela 13). Novamente, de acordo com o
Grafico 5, varios elementos potencialmente toxicos se mostraram
correlacionados entre si, confirmando os resultados da PCA e da analise de
grupamento, que 0s aponta como provenientes de uma mesma origem comum.
Ainda referente ao gréfico, é possivel observar que Zn, Cu, Cd, Pb, Mn e Ni
influenciaram maior frequéncia de acumulo de lipidios, enquanto Fe, Cr e As

influenciaram maior frequéncia de espessamento da capsula.
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Poucos dados cientificos sobre a influéncia de elementos quimicos
potencialmente toxicos na funcédo das paratireoides estdo disponiveis na literatura.
Sabe-se que exposicao ocupacional ao Cd pode afetar a producao e liberacdo de
hormonios da paratireoide em humanos e, experimentalmente, em ratos machos,

causando hipercalciuria, disfuncdo renal e osteoporose (IBRAHIM et al., 2016).

Gréfico 5. Resultados da RDA para dados binarios com respostas logisticas para alteracSes de
glandulas paratireoides. Disposicdo das variaveis preditoras (retas vermelhar), resposta(retas pretas)
e grupos de individuos por area.
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Ver legendas sob a Tabela 13. Fonte: Braga (2022), elaborado pelo software R, pacote MultBiplotR.
Editado em CorelDraw Home&Student X7.

o No péancreas, a ocorréncia de halo perinuclear e hiperplasia de ilhotas
apareceram com alta influéncia positiva predominante de PC1, enquanto a
vacuolizacdo das ilhotas teve influéncia negativa do eixo principal citado
(Tabela 14). Todas as influéncias foram consideradas significativas e o
comportamento da vacuolizacdo das ilhotas mostrou altos valores de Pseudo

R?, levando a crer que este modelo de biomarcador endécrino superou os
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demais analisados neste trabalho até agora. Através do Grafico 6, é possivel
observar que Cu, Zn e Co mostraram-se correlacionados entre si, e que 0 eixo
de vacuolizacdo das ilhotas apareceu sob influéncia direta predominante
desses trés elementos. Ainda segundo o grafico, os halos perinucleares foram
mais influenciados pelos elementos Fe, Ni e Cr, enquanto a hiperplasia das
ilhotas teve maior influéncia de Pb e As. Os poligonos de alteracdes por area
mostraram-se majoritariamente congruentes, mas com maior similaridade entre
as ocorréncias nos individuos amostrados, maior influéncia de Pb e As, maior
chance de ocorréncia de hiperplasia de ilhota e menor de vacuolizacdo de

ilhotas.

A degeneracao espontanea das ilhotas pancreéaticas em cées diabéticos pode
ter causas ambientais, como exposicao a As, ao hidrocarboneto dioxina (Parker et al.,
2002), a Cd, Ni e Hg (CHEN et al., 2009). Neste estudo também foram detectadas
lesbes no pancreas exdécrino, que podem indiretamente afetar a integridade das

ilhotas, dependendo dos graus de inflamagé&o do parénquima (GILOR et al., 2020).
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Graéfico 6. Resultados da RDA para dados binarios com respostas logisticas para alteracdes de ilhotas
pancreéticas. Disposi¢do das variaveis preditoras (retas vermelhas), resposta (retas pretas) e grupos
de individuos por area.
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Ver legendas sob a Tabela 14. Fonte: Braga (2022), elaborado pelo software R, pacote MultBiplotR.
Editado em CorelDraw Home&Student X7.
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o Dentre as alteragcbes nas interrenais (Tabela 15), todas mostraram-se

estatisticamente significativas, porém, a fibrose periarteriolar e a vacuolizagéo
de células adrenocorticais apresentaram 0s parametros mais expressivos: as
maiores proporc¢des de influéncia de PC2 (81,6% e 66,4%); os mais altos
indices de adequagao ao modelo (McFadden’s 0,64 e 0,34); as maiores
participagdes na variagdo das alteracdes (76,2 e 68,1%). De acordo com o
Grafico 7, a fibrose periarteriolar revelou-se influenciada direta e
predominantemente por Ni, Cu, Zn e Mn; a vacuolizacdo de células
adrenocorticais por Pb, Cr e Fe; a angiectasia por As; a vacuolizacao de células
cromafins por Co; e a hiperplasia de células adrenocorticais por Cd. Os
poligonos de alteracbes por area mostraram distingdo parcial e maior

ocorréncia de angiectasias e vacuolizacdo de células cromafins nas areas
cultivadas.

Gréfico 7. Resultados da RDA para dados binarios com respostas logisticas para alteracbes de

interrenais. Disposicao das variaveis preditoras (retas vermelhas), resposta(retas pretas) e grupos de
individuos por area.
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ApoOs expostas a Hg, Cd, Co e Cu, células corticais murinas isoladas sofreram
degeneracéo e producao reduzida de corticosterona induzida por corticotropinas (NG
e LIU, 1990). A exposicao cronica experimental de anfibios caudados ao Cd alterou o
funcionamento das interrenais, aumentando os niveis de aldosterona e epinefrina, e
reduzindo os de corticosteronas e ACTH (GAY et al., 2013). A hiperplasia de células
interrenais associada ao Cd, e a degeneracéao de células cromafins associada ao Co,
observadas no presente trabalho, podem representar os mecanismos de alteracao
dos niveis hormonais dos estudos supracitados.



Tabela 13.
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Resultados da RDA para dados binarios com respostas logisticas para alteracdes em glandulas paratireoides.

intercept dim1l dim2 Deviance D.F P-val Nagelkerke Cox-Snell MacFaden % correct Sensitivity Specificity Thresholds Diml Dim2 Communalities
capsula -11.424 -0.862 0.805 9.832 2 0.0017 ** 0.277 0.200 0.174 68.181 21.428 90.000 -0.116 -0.558 0.521 0.582
ajuste 0.482 -0.226 -0.192 1.642 2 0.2 0.049 0.036 0.028 59.090 85.185 17.647 0.294 -0.217 -0.184 0.081
mm -23.044 -0.829 0.73 5.155 2 0.0231 * 0.197 0.111 0.143 86.363 0.000 100.000 -0.447 -0.556 0.490 0.550
lipidios -0.721 0.64 0.49 9.443 2 0.0021 ** 0.263 0.193 0.163 75.000 43.750 85.714 -0.076  0.498 0.382 0.394
granuloc -18.446  0.659 0.472 6.837 2 0.0089 ** 0.232 0.144 0.161 81.818 12.500 100.000 -0.270 0.512 0.367 0.397
corpos -2.667 0.268 0.736 3.585 2 0.0582 0.169 0.078 0.132 90.909 0.000 100.000 -0.744  0.211  0.580 0.381
Total 36.497 12 0.0002 *** 0.198 0.129 0.131 76.893 45.333 88.889

Legenda: capsula=capsula espessada; ajuste=células justapostas ou frouxas; mm=melanomacréfagos periféricos; lipidios=lipidios parénquima; granuloc=infiltrado granulocitico moderado;
corpos=corpos residuais.

Tabela 14. Resultados da RDA para dados binarios com respostas logisticas para alteragdes em ilhotas pancreéticas.

intercept dim1l dim2 Deviance D.F P-val Nagelkerke Cox-Snell MacFaden %correct Sensitivity Specificity Thresholds Diml Dim2 Communalities
halo 0.483 0.758 -0.312 8.733 2 3.124076e-03 *** 0.209 0.155 0.124 61.538 87.096 38.095 0.055 0.587 -0.242 0.402
hiperilhota -1.238  0.642 0.097 5.999 2 1.431307e-02 * 0.161 0.109 0.102 78.846 15.384 97.435 -0.207 0.539 0.082 0.297
ilhotavac -5.672 -0.594 -2.401 30.774 2 2.897681e-08 *** 0.923 0.447 0.895 98.076 100.000 100.000 -0.184 -0.223 -0.900 0.860
Total 45.507 6 3.709975e-08 *** 0.389 0.253 0.278 79.487 68.085 87.155
Legenda: halo=halo perinuclear; hiperilhota=hiperplasia das ilhotas; ilhotavac=vacuolizagdo das ilhotas.
Tabela 15. Resultados da RDA para dados binarios com respostas logisticas para alteracdes em interrenais.

intercept diml dim2 Deviance D.F P-val Nagelkerke Cox-Snell MacFaden % Correct Sensitivity Specificity Thresholds Diml Dim2 Communalities
hiperadren -2.137 0.091 -1.256 11.735 2 6.132873e-04 *** 0.387 0.225 0.292 86.956 42.857 100.000 -0.182 0.057 -0.781 0.614
infiltrado -1.436 -0.409 -0.018 4.148 2 4.167734e-02 * 0.133 0.086 0.086 78.260 0.000 97.222 -0.346 -0.379 -0.017 0.144
adrenovac 1.401 0.868 1.176 20.816 2 5.055546e-06 *** 0.502 0.364 0.350 76.086 93.750 57.142 0.067 0.490 0.664 0.681
cromavac 0.351 0.619 0.069 10.521 2 1.179829e-03 ** 0.274 0.204 0.167 73.913 84.615 55.000 0.033 0.526 0.059 0.280
angiec -1.535 0.590 0.227 9.234 2 2.374928e-03 ** 0.279 0.182 0.190 80.434 30.000 97.222 -0.166 0.499 0.192 0.286
congestao -1.155 0.335 -0.311 4.702 2 3.011597e-02 * 0.142 0.097 0.089 76.086 8.333 97.058 -0.245 0.305 -0.283 0.174
necadren -3.317 -0.639 -0.613 4.860 2 2.747657e-02 * 0.253 0.100 0.210 93.478 0.000 100.000 -0.682 -0.479 -0.459 0.440
edema -2.754 0.240 -0.032 0.674 2 4.113505e-01 0.038 0.015 0.030 93.478 0.000 100.000 -4.081 0.234 -0.031 0.056
fibroseperiart -4.909 -0.630 1.674 13.062 2 3.011878e-04 *** 0.692 0.247 0.643 97.826 50.000 100.000 -0.375 -0.308 0.817 0.762
corpos.1 -3.170 0.563  -0.246 4.043 2 4.435014e-02 * 0.215 0.084 0.177 93.478 0.000 100.000 -0.784 0.480 -0.210 0.275
Total 83.800 20 8.807826e-10 *** 0.286 0.167 0.209 85.000 55.555 94.886

Legenda: hiperadren= hiperplasia de células adrenocorticais; infiltrado=infiltrado linfocitico moderado; adrenovac= vacuolizagdo de células adrenocorticais; cromavac=vacuoliza¢do de células
cromafins; angiec=angiectasia multifocal; congestdo=congestdo difusa; necadren=necrose de células adrenocorticais; edema=edema intersticial moderado; fibroseperiart=fibrose periarteriolar

multifocal; corpos.1=corpos residuais.

(Cddigos de significancia: ***'0,001 “** 0,01 *’ 0,05). Fonte: Braga (2022), elaborado no software R, pacote MultBiplotR.
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5.4.2. Orgéos linfoides: timo e baco

A RDA para dados binéarios aplicada aos 6rgaos linfoides revelou que:

e No timo, os cistos e a rarefacdo medular foram os achados mais
influenciados por PC1l (75,2% e 68,3%, respectivamente) e a hiperplasia
epitelial foi mais influenciada por PC2 (88,5%) (Tabela 16). De acordo com o
Grafico 8, os elementos Cu, Pb, Cr e Zn mostraram maiores correlacées com a
hiperplasia epitelial; Cd mostrou maior correlacdo com a rarefacdo medular, e
0 menores valores de Fe e Co mostraram correlacdo com os cistos timicos. Os
poligonos de alteracdes por area mostraram maior dispersao de valores em

areas nao cultivadas.

Gréfico 8. Resultados da RDA para dados binarios com respostas logisticas para altera¢des no timo.
Disposicao das variaveis preditoras (retas vermelhas), resposta(retas pretas) e grupos de individuos
por area.
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Novamente, raros estudos ecolégicos com dados para comparacdo foram
encontrados. Na Florida (EUA), analise de timos de crocodilos de lagos expostos a
contaminantes quimicos mostrou reducdo da razdo medula:cortex, com rarefacéo
medular (ROONEY et al., 2003). Estudos experimentais com X. laevis observaram
que células do sangue, timo e baco de individuos tratados com Diazinon,
transplantadas para novos individuos, perderam a capacidade hematopoiética. 1sso
nao foi observado em individuos tratados com Pb(C2H302)2 (ROLLINS-SMITH et al.,
2005). Exposicdo ao Cd induziu apoptose de timdcitos em camundongos, e esse
elemento possui centenas de evidéncias de interferéncia em outras células do sistema
imune inato e adaptativo em diferentes espécies de mamiferos (WANG et al., 2021).
Efeitos de outros elementos sobre a morfologia do timo ndo foram encontrados nem

em trabalhos experimentais.

e Ja no baco, a hiperplasia do estroma, o infiltrado granulocitico e a atrofia
de PALS foram os achados mais influenciados por PC2 (90,5%, 82,1% e
61,6%, respectivamente), enquanto a necrose focal do estroma e a
eritrofagocitose foram mais influenciados por PCl1 (86,1% e 76,8%
respectivamente) (Tabela 17). Conforme apresentado no Gréfico 9, a
congestao esplénica mostrou-se diretamente correlacionada a Pb, Cr, Co e Fe
e a atrofia de PALS diretamente correlacionada a Cd, Zn, Cu e Ni. Os poligonos
de alteracBes por area mais uma vez mostraram congruéncia parcial, e maior

disperséo de valores em areas néo cultivadas.

No Arquipélago de Bermuda, no Atlantico a leste da América do Norte, um estudo
verificou os efeitos da poluicdo e contaminacdo quimica na funcdo imunoldgica de
Bufo marinus e Eleutherodactylus johnstonei (LINZEY et al., 2003). Cd, Cr e Pb foram
detectados em pele e musculo esquelético de ambas as espécies, em quase todos os
sitios de coleta do estudo. As amostras de solo confirmaram a ocorréncia dos metais
nos pontos de coleta. Amostras de figado mostraram degeneracdo de hepatdcitos,
granulomas e numerosos centros de melanomacrofagos, e amostras de baco
mostraram reducdo da polpa branca. Foi observada resposta reduzida dos
esplendcitos a proliferacdo quando estimulados por LPS ( lipopolissacarideo) (LINZEY

et al., 2003). Agrotdxicos organoclorados também foram isolados nos espécimes
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estudados, ressaltando a complexidade de interacfes entre toxicantes diversos em

ambientes antropizados.

Graéfico 9. Resultados da RDA para dados binarios com respostas logisticas para alteracées no baco.
Disposicéo das variaveis preditoras (retas vermelhas), resposta(retas pretas) e grupos de individuos

por area.
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Tabela 16. Resultados da RDA para dados binarios com respostas logisticas para alterac@es histoldgicas em timo.

intercept dim1 dim2 Deviance D.F P-val Nagelkerke Cox-Snell MacFaden %Correct Sensitivity Specificity Thresholds Dim1 Dim2 Communalities
fibest -1.1483924 -0.8201462 0.6809041 5.740501 2 1.657807e-02 * 0.4055268 0.2865740 0.2753262 82.35294 40.00000 100.00000 -0.20005091 -0.5611296 0.4658626 0.5318944
hiperep 0.9370827 0.8363561 2.4822039 17.580425 2 2.754087e-05 *** (0.8464528 0.6444689 0.7217300 100.00000 100.00000 85.71429 0.05330262 0.2983026 0.8853262 0.8727869
rar -2.3048202 -1.1389421  -0.6920775 6.487832 2 1.086154e-02 * 0.5008229 0.3172573 0.3802378 88.23529 66.66667 100.00000 -0.35525277 -0.6835643 -0.4153675 0.6397903
cist -2.9637402 -1.7671224 1.1806630 14.659292 2 1.287981e-04 *** (0.8468427 0.5778148 0.7519938 94.11765 66.66667 100.00000 -0.20217485 -0.7523631 0.5026744 0.8187318
Total 44.468050 8 4.640700e-07 0.6861808 0.4800080 0.5438518 91.17647 76.19048 97.87234

Legenda: fibest= fibrose do estroma; hiperep = hiperplasia epitelial; rar = rarefagdo medular; cist = cistos timicos focais.

Tabela 17. Resultados da RDA para dados binérios com respostas logisticas para altera¢des histoldgicas em baco.

intercept dim1l dim2 Deviance D.F P-val Nagelkerke Cox-Snell MacFaden %Correct Sensitivity Specificity  Thresholds Dim1 Dim2 Communalities
hiperest -5.63805124 -0.25699046  2.204121182  35.15249061 2 3.048712e-09 *** 0.8498608438 0.526652426 0.7736289592 95.74468 50.00000 100.00000  -0.16038839 -0.10558503 0.90556749 0.831200674
infl_sup -4.29692979 0.33114648  1.515600025 18.17473823 2 2.015344e-05 *** 0.6032802059 0.320702809 0.5098650100 91.48936 0.00000 100.00000 -0.2364232 0.17941267 0.82114068 0.706460921
hem -0.75817224 0.02496947 -0.002513411 0.02756667 2 8.681317e-01 0.0008209962 0.000586353 0.0004683011 68.08511 0.00000 100.00000 -2.750.321.769 0.02496161 -0.00251262 0.000629395
cong -0.91043133 -0.54166252  0.164446540  11.09836049 2 8.640407e-04 *** 0.2939097402 0.210326200 0.1877926109 76.59574 33.33333  90.62500  -0.08203296 -0.47137799 0.14310844 0.242677231
atrofia_p -1.80840580 -0.11982854 -0.787720977  15.90913348 2 6.645724e-05 *** 0.4363684758 0.287155662 0.3154300259 85.10638 50.00000 94.59459  -0.11367092 -0.09371726 -0.61607232 0.388328033
hiperlinf -2.59253837 0.63498922  0.364907450 9.42389335 2 2.141763e-03 **  0.3282657590 0.181685359 0.2486927252 87.23404 0.00000 97.56098  -0.27510269 0.51229323  0.2943981 0.349114597
angiec -1.85629968 -0.12867638 0.281016065 2.04218744 2 1.529895e-01 0.0746346009 0.042520336 0.0515244825 85.10638 0.00000 100.00000 -0.90897615 -0.12293829 0.26848466 0.087197836
necest -7.64584172 1.83573239  0.407497319  12.21656643 2 4.736702e-04 *** (0.8221134058 0.228892083 0.7965625103 97.87234 0.00000 100.00000  -0.62585848 0.86193478 0.19133296 0.779539866
mm 0.04325936 -0.07583446  0.209671108 1.94728247 2 1.628800e-01 0.0541214834 0.040584987 0.0298963008 51.06383 66.66667 60.86957 0.02221525 -0.07401698 0.20464604  0.047358513
granuloma -2.26072959 0.18516863 -0.251353873 1.59891110 2 2.060576e-01 0.0678345941 0.033447232 0.0500739279 89.36170 0.00000 100.00000 -141.391.825 0.17675506 -0.23993301 0.088810201
plasm -2.14727836 -0.12054569  0.621477353 6.66883940 2 9.811306e-03 **  0.2292322979 0.132283473 0.1648826514 85.10638 28.57143 100.00000 -0.32198682 -0.10185186 0.52510072 0.286104564
celsret -3.27749337 0.83435640 -0.120330539 8.28727631 2 3.992383e-03 **  0.3450954806 0.161654547 0.2790269068 91.48936 0.00000 100.00000  -0.39548499 0.63793077 -0.09200212 0.415420061
eritrofag -5.74010628 1.20590092  0.096700541 5.54151775 2 1.857047e-02 * 0.5016033611 0.111219191 0.4703422407 97.87234 0.00000 100.00000 -103.583.649 0.76830049  0.0616096 0.594081385
rus -3.25588414 0.14976508 0.268188269 0.64323035 2 4.225435e-01 0.0457289835 0.013592528 0.0387982767 95.74468 0.00000 100.00000 -506.177.011 0.14316325 0.25636619 0.086219342
apop_p -3.86825309 -0.44936984 -0.502142464 3.97561497 2 4.616359e-02 * 0.2619279513 0.081108799 0.2282620644 95.74468 0.00000 100.00000 -0.9729949 -0.37265738 -0.41642112 0.312280077
coc -4,24154011 1.13504646 -0.100541121  11.48284411 2 7.024156e-04 **  0.4988755952 0.216759777 0.4285948910 93.61702 0.00000 100.00000  -0.36938062 0.74868158 -0.06631736 0.564922101

Total 144.19045317 32 3.330669e-16 0.3237796784 0.174480690 0.2476935342 86.70213  27.27273  97.66355
Legenda: hiperest = hiperplasia do estroma; infl_sup= infiltrado granulocitico leve a moderada; hem = hematopoiese extramedular; cong= congestdo difusa; atrofia_p= atrofia de PALS;
hiperlinf=hiperplasia linfoide; angiec=angiectasia; necest=necrose focal do estroma; mm=melanomacréfagos moderados; granuloma=granulomas multifocais; plasm= plasmdcitos moderados;
celsret=células reticulares evidentes; eritrofag=eritrofagocitose moderada; rus=Corpusculos de Russell; apop_p=apoptose de PALS; coc= coccideos.

Cadigos de significancia: ***'0,001 “*’ 0,01 *’ 0,05. Fonte: Braga (2022), elaborado no software R, pacote MultBiplotR.
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6. CONCLUSOES

A deteccao e a quantificacdo de elementos potencialmente toxicos em carcacas
de L. macrosternum nativos de Tabuleiro do Norte, no BRJ, foram satisfatorias no
presente estudo. Concentracfes de Cu, Zn e Mn se mostraram superiores as de L.
ocelatus do Rio Contas, também na regido nordeste do Brasil. J& os elementos Cr,
Co, Ni, Cd e Pb se apresentaram inferiores a quase todas as referéncias de estudos
similares nos ultimos dez anos, o0 que é controverso: apesar dos valores terem sido
inferiores, comprovou-se a presenca e o acumulo de elementos toxicos nos tecidos
de vertebrados da regido. Apesar disso, ha de se considerar que 0s presentes
resultados decorreram da andlise de tecidos mistos, e foram comparados com o
acumulo em tecido muscular. Fe, Co e As mostraram mais homogeneidade de
concentracfes nas areas nao cultivadas, enquanto Cu, Ni, Cd e Pb mostraram valores
mais homogéneos nas areas cultivadas, 0 que sugeriu exposicdo constante e/ou
populacdo exposta homogénea em tamanho e faixa etéria, e fontes diferentes de
contaminacao entre os dois status de area. O metal Zn apresentou a maior afinidade,
enguanto Cd e Co apresentaram menores afinidades pelos elementos essenciais das
carcacas analisadas. A maioria dos individuos analisados foi classificada no grupo sob
maior influéncia de Co, Zn, Fe e Pb, provavelmente provenientes de duas fontes
distintas. Individuos machos, com menor indice corporal e menores concentracdes de
Ca foram mais afetados pelo acumulo de Pb. N&o foi observada diferenca significativa
nas concentracfes dos elementos detectados nas carcacas entre as areas cultivadas
e nao cultivadas, exceto por uma tendéncia a maiores concentracées de Pb em areas
nao cultivadas e As em areas cultivadas. Apesar desses achados, nao ficou provada
influéncia significativa de areas de cultivo comercial no acimulo de metais nos
espécimes analisados. Difusdo de contaminantes quimicos para regides mais
distantes por meio do vento e das 4guas deve ser considerada.

Os individuos amostrados em areas cultivadas de Tabuleiro do Norte mostraram-
se globalmente menores, significativamente as fémeas. Além disso, mostraram
reducdo na densidade do parénquima das paratireoides e presenca de infiltrado
granulocitico significativos, o que pode ter tido consequéncias clinicas de
hipoparatireoidismo primario. Nao foi possivel avaliar alteragdes tireoidianas com
acuracia, devido ao pequeno numero de amostras obtida. Hiperplasia de ilhotas

pancreaticas se revelaram em frequéncias moderadas e podem sugerir presenca de
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disruptores enddcrinos nas areas cultivadas. As interrenais mostraram alteracdes
significativas, principalmente nos machos de areas néo cultivadas. Baixas frequéncias
e graus de ocorréncia podem significar alteracées cronicas, que podem estar
associadas ao nivel de adaptacdo da espécie ao ambiente antropizado. Neste estudo,
as paratireoides se mostraram bons biomarcadores morfologicos de insultos téxicos
em areas cultivadas.

As andlises estatisticas multivariadas mostraram probabilidade significativa de
influéncia de compostos inorganicos potencialmente toxicos na presenca de
alteracdes histologicas observadas, principalmente na vacuolizagcdo das ilhotas
pancreaticas e na hiperplasia do estroma esplénico. No entanto, os elementos
quimicos quantificados nas carcacas responderam por sessenta por cento da
variancia dos dados analisados, 0 que ressalta a interacdo de 40% de outros fatores
(fragmentacao de habitat, aumento de temperatura e da radiacao ultravioleta, reducéo
da pluviosidade, presenca de compostos quimicos organicos, estressores de
presenca humana, dentre outras possibilidades) nas alteracdes observadas.

Os resultados sugeriram que a espécie L. macrosternum é potencial
bioindicadora regional de elementos potencialmente toxicos. Contudo, biomarcadores
morfolégicos podem néo ser sensiveis o suficiente em todos os tipos de tecidos para
medir o efeito de elementos quimicos inorganicos potencialmente téxicos na regiao
avaliada.

A auséncia de quantificacdo simultdnea de elementos quimicos nos solos e
aguas da regido e alguns aspectos da metodologia, como a escolha dos tecidos
avaliados, a prévia conservacdo em formaldeido, e as técnicas de preparacdo das
amostras podem ser considerados possiveis limitantes para a definicdo de L.
macrosternum como bioindicador ambiental do Vale do Rio Jaguaribe neste estudo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Essa pesquisa ndo termina aqui. Muitos dados provenientes dessa amostra
ainda seréo trabalhados e publicados nos préximos meses e anos. Pretende-se utilizar
a experiéncia adquirida até aqui para contribuir com a regulacéo do uso de compostos
quimicos, especialmente na Bacia do Rio Jaguaribe, consequentemente prevenindo
problemas de saude em humanos e na fauna silvestre nativa. Outra perspectiva é

compartilhar e multiplicar o conhecimento conquistado nessa empreitada.

Chega ao final mais um ciclo da minha vida profissional. Sinto-me realizada por ter
chegado até aqui, por ter conseguido planejar e executar essa investigagdo e produzir esses resultados.
O conhecimento adquirido nessa etapa e as relagdes construidas certamente serdo compartilhados
com outros profissionais a fim de continuarmos descobrindo e produzindo ciéncia.

Todos aqueles que passaram por mim nessa jornada — orientadora, professores,
funcionérios da USP, colegas da pos, parceiros, palestrantes, colegas de trabalho, familiares e amigos
deixaram um pedacinho de si nessas péginas. Construimos relagdes e elas nos constroem, permitindo
que construamos 0 nosso legado, que deixemos nossa marca no mundo.

Atodos os que participaram, o meu sincero agradecimento. Esse documento ndo é apenas
cientifico; ele € uma prova de resisténcia e de persisténcia durante esses tempos sombrios. Este
documento evidencia como a colaboracdo em prol de um objetivo comum, mesmo em condi¢des néo-

ideais, pode ser bem-sucedido.

Que venham dias melhores, para a ciéncia e para o Brasil.
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9.2. Anexo 2

PATOLOGIA EXPERIMENTAL E COMPARADA
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Amphibians are a fascinating class of Vertebrate animals with
a double life, relying on the water during their “infancy” to meta-
morphose into terrestrial adult ones. More than eight thousand
species are reported worldwide, and the order Anura (frogs and
toads) makes up ninety percent of the total [1].

Why must we worry about amphibians conservation?

[n most people’s daily Lives, including the veterinarians, am-
phibians represent 4 distant and unfamiliar animal group of un-
kmown or neglected importance. However, they are critical, both
for the emvironment, within the ecological networks, as regulators
of the food web; and for humans as producers of biomoleoules, as
cultural patrimeny, as bicindicators, and recently as pets [2].

Bivindicators are any living organiszms, which are wsed for as-
sessing natural ecosystem health. Due to industrial waste, air
pollution, contamination of the water and soils, poor agriculiural
practices, and forest degradation, many changes have reached the
diversity;, richness, and physical health of several animal species
[3]- These parameters provide information about a global health
situation, as the "One Health™ concept has lately taught us [4].
Then, different taxa contribute with indications of geod or bad fit-
ness of their specific environment, Amphibians play a crucial rele
in this context, working as bicindicators equally for freshwater
and terrestrial environments [5].

[n the last three decades, scientists have worried about the de-
cline of amphibian populations around the world. The first cansal
hypothesis was their habitatlosses due to deforestation, but it was
not enough to explain why amphibian populatons declined even
in remote places of the Earth. Some tme later; researchers con-

cluded that Batrachockytrium dendrobatidgiz (Bd), a fungal organ-
ism considered benizn to soil and plants, was causing lethal skin
infection in many amphibian species. Bd is now designed as the
maost destructive pathogen for biodiversity ever decumented, re-
sponsible for the decline or extinction of more than five hundred
amphibian species [6].

Beyond the amphibian health soictly Bd panzootc shows
us a scenario somewhat similar to the cwrrently Sars-Cowl
pandemic: 1) an organism which is worldwide disoibuted but
whaose pathogenie strains spread from Asia through global trade/
travelling; 2) highly transmissible among multiple hosts and
relatively stable; 3) well adapted to its hosts and able to spread
from its telerant/asymptomatics reservoirs. Moreover, like many
other emergent diseases, it can have been triggered and supported
by environmental and climate changes [£.7].

This sitmation confizures a single perspective of many
possibiliies of health disasters imwvolving wildlife, the natural
environment, and emergent diseases,

For these reasons, we should ebserve, take care and preserve
the amphibians. They are a very efficient mirrer of the emdironmen-
tal health status, and their living or dying can help us drive essen-
tial decisions sbout public health, Wildlife and exotic pet veterinar-
ians are welcome to join this cause and contribute to preserving the
global Ome Health.
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Resumo

0 Rio Jaguanbe é o mator curso d'agua do Ceara, um dos estados
do semiande no qual os efeitos da seca sdo mals expressivos.
Como solugdo para a escassez de agua, o Governo tem atuado
tentando perenizar suas bacias hidrograficas, dentre elas, 2 Bacia
Hidrografica do Rio Jaguanbe A partir dos anos 1960, a
construgdo de reservaténos e as poliicas de incentrvo ao
desenvolvimento possibilitaram o micto da agricultura nrigada no
estado, trazendo grandes empresas mmltinacionars e a necessidade
de intensa modernizagic para o incremento da produfividade
agricola. Nos altimos 15 anos, a preccupacdo com os efeitos da
infensa afividade agricola tradicional sobre o ambiente da Bacia
Hidrografica do Jaguanbe vem se mostrando em forma de artigos
publicados sobre o acimule de agrotéxices, metais pesados e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos nas aguas, sedimentos e
orgamismos vives do no, além do aumento na prevaléncia de
intoxicactes agudas e casos de cincer na populagio de
municipios da Bacia. O objetive desta revisio for quantificar e
qualificar os estudos toxucologicos realizados na bacia do Rio
Jagnaribe, expondo as especies afetadas e discutindo sua
importineia mum contexto de sande ammal, ambiental & humana,
alerfande para provaveis pegligéncias com um  Importante
manancial no nordeste brasiletro.

Palavras-chave: confaminantes

ecotoxicologia.

Ceara; ambientais;

JAGUARIBE VALLEY: A THREATENED QASIS IN THE
BEAZILIAN SEMIARID REGION - SYSTEMATIC
EEVIEW ON ENVIRONMENTAL CONTAMINATION
AND POTENTIAL HAZARD TO THE BASIN AND ITS
USERS

Abstract

The Jaguanbe River is the largest watercourse in Ceara, one of
the semi-arid states of northeastern Brazl, in which the effects of
seasonal droughts are most significant To manage the water
secarcity, the Government has ted to perpetuate hydrographic
basms, includmg the Jaguaribe Rrver Hydrographic Basin. Since
the 1960s, the elaboration of policies and the construction of
reservoirs has encouraged the beginming of tmizated agrniculture
in the state, bringing large multinational companies and the need
for infense agnbusiness modermization. Over the past 15 vears,
sclentific papers have revealed the pesticides accummulation,
heavy metals, and polyeyelic aromatic hydrocarbons i the
waters, sediments, and living orgamisms in the Jaguanbe
Hydrographic Basin environment. Besides, the increase in the
prevalence of acute mfomications and cancer concems about
severe harmful effects of the traditional agricultural activity in the
population of mumicipalities within the Basin. The objective of
the cwrent work was to guantfy and qualify the toxicological
studies in the Jaguaribe Fiver Basin, expose the affected species,
and discuss their importance in a "One Health” context, alerting
to neglection 15sues involving this vital source m the northeast of
Braml

Kevwords: Ceard; environmental contaminants; ecotoxicology.

VALLE DE JAGUARIBE: UN DASIS EN PELIGRO EN EL
SEMIARIDO BK&.E];LEI“IG - REVISION SISTEMATICA
DE CONTAMINACION AMBIENTAL Y POTENCIAL DE
DANOS AESTA CUENCA Y A SUS USUARIOS

Resumen

El rio Jaguanbe es el curso de agua mas grande de Ceara, uno de
los estados de Brasil donde los efectos de la sequia son mas
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fuertes. Como solucion a la escasez de agua, el Gobiemo ha
estado fratando de perpetuar sus cuencas hudrograficas, meluseo la
Cuenca Hidrografica del rio Jagnanbe. Desde la década de 1960,
la constuccion de embalses v las poliicas de fomento del
desamrelle han permufido el imicio de la agricultura de regadio en
el estado, trayendo grandes empresas multinacionales ¥ la
necesidad de una intensa modemizacién para incrementar la
productividad agricola. En los altimeos 15 afios, la preocupacion
por los efectos de la mtensa actividad agricola tradicional en el
medio ambiente de la Cuenca Hidrografica del Jaguanbe se ha
mamifestado a traves de articulos publicados sobre 1a acummlacion
de plaguicidas, metales pesados e ludrocarburos aromaticos
policiclicos en las aguas, sedimentos v orgamsmes vivos del rio.
También ha ocumdo un aumento de la prevalenciz de
infoxicaciones agudas ¥ casos de cancer en la poblacion de los
municipios de la Cuenca. El objetive del trabajo actuzl fue
cuantificar ¥ calificar los estudios toxicologicos en la Cuenca del
Rio Jaguanbe, exponer las especies afectadas v discutr su
mmportancia en un contexto de "Una Salud", alertando sobre
temas de negligencia que mvolucran esta fuente vital en el norests
de Brasil.

Palabraz-clave:
ecotoxicologia.

Ceara; contaminantes ambientales:

1. INTRODUCAQ

A demanda mundizal por agua tem crescido 1% ao ano desde
1980, espectalmente atrbuida ac aumento da populagic e 3
mudanca nos perfis de produgdo e consumoe. A expectativa atual
& de que hajz um incremento de 20 a 30% pessa demanda até o
ano de 2050, pressionando mais ainda bilhdes de pessoas que
VIVeImn em areas com restngdo hidnea (UNESCO, 2019 Segundo
a2 organizacio ndc govermamental Waterfid (2019) e a FAQ
(2019), o Brasil e parte dos paises da Aménca do Sul sdo
considerados sob baixo risco de crise de escassez de agua potavel,
porque concentram o malor manancial do mundo, com mais de
28% das fontes renovavels.

Mo Brasil entretanto, a dadiva de conter a mator fonte de 3gua
potavel do mundo entra em conflito com a gestio do uso das
bacias ndrograficas. Embora abundante, a dgua nio & distmbuida
uniformemente entre as diferentes regides do pais, devido a
diferengas geograficas, chimaticas e ao use ndiserimunade. Mo
imicio dos anos 90, as novas legislagdes estaduals para regulacio
do uso racional da 3gua entraram em vigor progressivamente nos
diferentes estades brasilewos, cubmnando com a Lei das Aguas
(Lea n®%. 43371997}, que, baseada no protocole de Dublm (1992),
descentralizou a gestio da agua e estabelecen a Politica Nacional
de Becwrsos Hidncos (JOHMSSON & EKEMPER, 20035;
LEGADO BEASIL, 2010).

0 atualmente denominade “semuanido brasieirs™ ocupa todo
o centro da regidc Mordeste e norte da reziio Sudeste,
apresentando forte insolagdo. temperaturas relativamente altas,
uregulandade e escassez de chuvas, concentradas em periodos de
tres a quatro meses por ano, considerados msuficientes para suprr
o5 manancials lecais. Os mdicadores socloecondmicos sdo os
plores do pais, ainda atrelados a uma estrutura agrana arcaica,
concentragio de renda e ma distnbuigio de terras (SILVA et al,
2010}). Nesse contexto, o Ceara é um dos estados do semmando no

qual os efeitos da seca sdo mals expressives. Dentre as medidas
de combate 3 seca, 0 Governo tem atuade tentando peremizar suas
bacas hdrogrificas, dentre elas, a bacia do Fio Jaguaribe
(BEASIL, 2010).

() Bio Jaguanbe localiza-ze cartograficamente entre 47307 e
7745 de latitude sul e 37307 2 41°00° de longmitude oeste. Masce
no munmcipie de Taua, sudoeste do estado, e desagua no Oceano
Atlantico, no hitoral leste do Ceara, entre os municipios de Aracati
e Fortim Percomre 610 km de extensio e sua bacia ocupa quase
76 mil km?, o que representa mais de 50% da drea total cearense.
E dmdida em cmeo sub-baciaz {do Alto / Medio / Bamo
Jaguaribe, do Fio Salgade e do Fic Banabum), e atende a 30
munmcipios. Estd msendo no bioma Caatinga, de relevo composto
por planicies fluviais, Depressio Sertaneja & macigos residuals,
com formactes vegetals ipo savana-estepe e florestas estacionals.
O clima, em maloria, se apresenta semiando, com femperatura
meédia anual de 27°C e indice phiviométnieo por volta de 740mm
por ano. Devido a ampla extensio, compreende varias areas de
transigio climatica e floristica, ambientes mais imidos e estratos
herbiaceos estacionars (GATTO, 1999, CEARA 2009). Aremio
do estuario @ caractenzada como uma planicie flinio-mannha,
onde predominam as florestas de manguezal, falésias & dunas,
com clima tropical subimido, classificado comeo parte do “litoral
setentnonal do Bra=ail” (AB'SABER, 2001}).

Ao longo de muitas décadas, o gerenciamento das dguas na
regiio semuanda vem sende desafiador para os govemos e orgios
de gestio hidrica, pois as condigdes chmaticas onginais e o
crescimento  da  densidade populacional aumentam a
vulnerabbdade da remic aos eventos de secas. Dentre as
intervengdes de cardter permanente que tém sido realizadas para
atenuar os impactos econdmices, soclals e ambientals das secas,
estio a construcdo de “agudes”, reservatonos artificiais que
modificaram a palsagem e permanecem sustentando a vida e as
atrvidades produtivas de semuande (BRASIL, 2017 A
peremzacio do Rio Jaguanbe se deu pela constugio de mais de
quatro mil afudes, dentre o5 quals Oros, Banabumg e Castanhio
que comportam juntos cerca de 10 bilkdes de m® de 3zua, quase
20% de todo o volume da bacia (JOHNSSON & EEMPER. 2004).

A partir dos anos 1960, a construgio de reservatdrios e as
poliicas de meentive ao desenvolviments possibilitaram o inicio
da agriculturz imgzada no estado. A implantagio dos perimetros
urigados, mas décadas seguintes, frouxe grandes empresas
multinacionals e necessidade de mtensa modermizagdo para o
incremento da produtividade agricola (PEREIRA & CUELLAR,
2015). O conceito capitalista da “Fevolugio Verde” influenciou
05 governos a criarem legislagbes especificas para liberagio de
credito agricola destinado 3 aquisicdo de equipamentos & Insumos,
dentre o5 quals os “agrotoxicos” (FREITAS & BOMBAFRDI
2019).

Os agrotoxicos sio compostos quimicos utlizados para o
controle de pragas (ou organismos mdesejavels) na agricultura,
aumentando sua produtividade. Compreendem inseticidas,
fungicidas, herbicidas, rodenticidas, meohiscicidas, nematicidas
dentre cutros. Teoncamente, os agrotoxicos devem ser letais
apenas para especies-alvo; porém, na reabidade do useo
indiscrmminado, acabam sendo toxicos também para humanos,
animais e melo ambiente em geral, fato que jushfica a necessidade
de controle ngoroso de seu uso (AKTAR et al, 2009). Metais
pesados podem estar contidos em agrotéxicos, ferilizantes ou em
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outros msumos, & podem causar danos ambientais. Dentre os
efertos 3 sande bumanz e animal estio distupgio enddering e suas
consequéncias metzbolicas, alteragdes peurologicas, desajustes
reprodutivos e carcinogénese (GUPTA, 2007c).

Ha pelo menos quinze anos, pesquisas vém apontando para
contaminagdo das areas de agronegocio assoctadas aos perimetros
urigados do Jaguanbe, & mpacte antropico sobre o seu lero
fluvial e marmho. Herbicidas, inseticidas e mefais pesados ja
foram detectados aguas superficiais, profundas e em
sedimentos, no organisme de peixes e de algumas especies de
invertebrados. Também foram realizados estudos
epidemiologicos sobre mtoxicacio em seres humanos.

0 objetive desta revisio fou quantificar e qualificar os estudos
toxicologicos realizados na bacia do Rio Jaguaribe, expondo as
espécies afetadas e discutinde sua importineia mum contexto de
sande ammal, ambiental e bumana.

I METODOLOGIA

For realizade um levantamento bibliografico no Google
Scholar, utiizando os desentores "Jaguaribe", “contamumacio”,
"agrotoxicos”, "metais”, no periodo de setembro de 2019, com
atualizacio em janeiro de 2020. Os resultados foram orgamizados
em planilha e classificados de acorde com o tipo, ano de
publicagio, tema prncipal e secundano. Fou feita uma triagem
das publicagdes relactonadas ao assunto, sendo incluidas todas
aquelas que continham informagdes toxicologicas de mteresse
sobre a regido da Bacia do Bio Jaguanbe. Foram excluidas as
citagbes, as publicapies sem relagio direta com o tema e as
dissertagdes ou teses gue geraram artiges publicados em revistas
indexadas, cujos contendos eram repetidos. Foi realizada
estatistica descnifiva dos resultades e eventuals metanalises de
dados publicades, incluindo teste do quiquadrado, correlagio e
regressdo linear, executados no software B v.3.6.1.

3, RESULTADOS

Foram retormados 183 titulos, entre arfigos cientificos,
dissertagdes ou teses, e citagbes. Apds a avaliacdo de contendo,
foram incluidos 34 titulos, publicados entre 2003 & 2019, sendo
21 artigos de pesquisa, § dissertagdes de mestrado, 2 arfizgos de
revisdo, 1 resumo de evento cientifico, 1 projeto de pesquisa, 1
livro na integra, 1 capitule de livre, e | relaténo téenico. Os temas
principals foram classificades como “agrotéxicos”, “metais”,
“PAHs" (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) e © dest:nhws
(referindo-se a trabalkos de descrigio geografica, politica, social
ou econdmica). Os temas secundarios se referiram ao tipo de
amostra estudada ou método, meluinde as aguas, sedimentos,
satde humana, bromarcadores e analize de nsco epidemiolagico.
Crutros temas secundanos incluiram relatorios e dossiés de gestio
polifica e econdmaca (Tabela 1)

Tabela 1 - Classificagde e distribuigdo das publicagdas
selacionadas, por temas. Fonte: Braga (2019).

Tema Primario

Secumdirio AGROTONICNS METAIS PAHS DESCRITIVO TOTAL %
Y. 3  — = T3
Sedimantos 2 1 1 - 4 117
Saide Firmnara 7 - - T WS
Biomarcadores - 4 - 4 117
Anilice de Riseo 3 - - 3 88
Dutros - - 5 5147
TOTAL 15 13 1 5 M 1000
M w1 382 19 17T 100

(O Grafico 1 apresenta a frequéncia de publicagies sobre o
tema no periode. O ane com malor nimero de publicagdes fol
2013 {(n=T), especialmente estudos sobre actimmlo e distnbuigdo
de agrotoxicos e metals nas dguas.

Grafice 1 - Freguéncia de distribuigde de publicagdes
selacionadas sobre o tema, de 2004 a 2019, Fonte: Braga (2019}
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3.1. Belatorios e publicagtes deseritivas

Johnsson & Kemper (2004) coordenaram um projeto de
pesquisa do Banco Mundial do qual renden um dossié sobre a
sitnagdo (3 época) da Bacia do Rio Jaguanbe, seus usuanos,
gestores, politicas plblicas e estratégias de wuso sustentavel
Houve revisio de documenfos primarios e entrevistas com
usuarios. As principals questdes da gestio eram a escassez de
igua da regiio semiarida e as secas recorrentes; o crescimento
urbano e a construgio de desvies do leito do no para alimentar
outras regides; a qualidade da 3gua e a contaminagio ambientzl;
as enchentes penddicas, devido 3 imegulanidade das precipitagdes,
e a operagico/manutencdo madequada da imfraestrutura. Apos
anihse da rede complexa de informagdes, concluiram que ainda
existiam problemas na participacio equibbrada dos usuarios e na
transparéncia das tomadas de decisdes. Julgaram que os anos 50
e nicio dos anos 20 foram mais favoraveis a mudangas no modelo
de gestio altamente ultrapassade, porque a época pos-ditadura
tinha maior predisposicic pare 2 redemocrafizacdo e a
descentralizagio. Apesar de haver ainda muito por fazer, a partir
daquele ponto & mesmo que lentamente os autores concluiram que
o processo estava em andamento e precisaria de mais mtegragio
para atingir melhores resultados.

Entre 2007 & 2010, a Assembleia Legislativa do Estado do
Cearda coordenou a arficulagio de mais de 30 insthugdes de
abrangéncia estadual ou regional 2 fim de discufirem a garanfia
de fornecimento de agua de quabidade para as futuras geragdes
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cearenses. Esse movimento, conhecido como “Pacto das zf.Lg'u,as",
gerou § bvros-relatonos, contemplando a sitwagdo dos recursos
hidricos e 2 eriagdo de um plano estratézico de mplementagdo de
poliicas pablicas (CEAFRA, 2010). Dentre as publicagbes,
destacou-se o Cademo Fegional da Sub-Bacia do Meédio
Taguanbe (CEAFRA 2009, que foi apresentada como “o resultado
de um grande esforge (...) que reunm. de forma resumida, as
informagdes essencials para orientar o planejamento das agdes
necessarias nesta baca”. Contemplou as mformacdes gerais de
cunho geografice e geopolifico; oferta, gqualidade, demanda =
balango hidrico; aspectos socioecondmicos, além das agdes de
desenvolvimento e gestao das aguas. Trata-se de uma publicacio
ricamente 1tnstrada com mapas, grafices e tabelas, e que traz, em
suas pagmas finais, quadros-resumes da pactuagdo regional, com
a zplicagdo de toda a teona que fou levantadz e discufida em
referéncia 3 bacia do Medio Jaguanbe no Pacto das Aguas. A
aplicagio pratica mostra: uma questio a ser resohada; o que
fazer'como/quem’quando; as parcenas; os Instrumentos de
exerucio/formalizagdo, e o comuté fiscahzador.

Sobre o Comité Gestor da Sub-Bacia do Alte Jaguanbe,
Oliverra e Uchda (2013} compilaram e publicaram as agdes
reabizadas. O Comaté realizon 16 reumides ordinarias (rimestrais)
e 7 extraordmanas, entre 2006 e 2010. O contendo das renmdes
foi a descentralizagdo do uso dos recursos hidneos onundos da
sub-bacia, conflitos entre usuanos, cobranca de uso, fiscalizacio
& campanhas educativas quanto a conservagio da agua e demais
recursos naturais. Dentro das campanhas educativas, o tema
“gfertos do uso de produtos quimicos” tambeém esteve presente.
Oz autores ressaltaram tambeém a3 importincia da gestio
participativa neste comité, no qual 2 maiora dos membros (80%)
era da soctedade crvil, melinde wsuarios moradores dos entomos
da sub-bacia, e 40% eram representantes técmicos de msttuigdes
publicas municipals e estadwans.

Pantalena e Maia (2014) fizeram um levantamento histénce
da ocupacdo da repido da Bacia do Japuanbe e relacionaram os
potencials impactos amblentals aocs diferentes ciclos econdmicos
que vém ocorrendo desde o século EVIL O ciclo agropastonl é o
mas longo e vem conmbumde com desmatamento da Caatinga;
erosdc do solo e das margens do no; dmmumicio da vazdo:
desgaste dos recursos superficiais e profundes; redugdc da
qualidade da agua por poluentes, & aumento de salimdade A
exploragio mineral o funsmo, a produgio de energia eolicae a
aquicultura sio processos mals recentes, mas também contribuem
com desmatamento, erosio e poluedo do mananeial.

3.2. Analize de contaminacio ambiental por agrotoxices

Antes do que for registrade mediante anahises quinncas de
amostras de agua e sedimento, autores realizaram analise de nsco
para contaminagdo por agrotéxicos no Vale do Jaguanbe através
de modelos matemancos. Milhome et al. (2009} levantaram
informagdes sobre o permetro imgade Jaguanbe-Apodi, no
Baixo Jaguanbe, onde ha mais de 200 pequenos produtores e 20

empresas dedicadas 3 fruticultura imgada de algodio, ata, banana,

faijdo, golaba, gravicla, mamio, manga, mlhe, soja e uva, & sdo
utihzados mais de 30 tipos de agrotoxicos, com destague para
mseticidas  (organofosforados, segmdos por piretrondes =
carbamatosz). Sepundo levantamentos de anahze de nsco pelos
criténios de friagem da Agéncia de Protegdo Ambiental dos

Estados Umidos (EPAY), 36 a 60% dos pnncipios avaliados foram
considerados contamanantes em potencial de aguas superficiais
e'ou subterrineas, baseando-se em caracteristicas fisico-guimicas
dos compostos (solubilidade em agua, coeficiente de adsorcdo 3
matéria organica, solubilidade de gas-ligmdo, meia-vida na azua
e no solo), nas regides do Alo & Medio Jaguanbe, sendo
determinada uma hsta de compostos priontanios para
monforamento ambiental na regiio (MILHOME et al, 2009;
GAMA et al, 2013; PINHEIEO et al., 2018).

For avahiada a ocowréncia de agrotdxicos em amostras de
iguas superficials e profundas no perimetro ongado Jaguaribe-
Apodi, municipios de Quxere & Limoewo do Norte, na regio do
Bawxo Jaguanbe. Avelno et al. (2013) detectaram 14.2% de
amostras confamunadas, sendo as matores frequéncias dos
inseticidas Imidaclopnda e Cloiamdma, e do herbicida Atrazina.
Milbome ot al. (2015) detectaram 100%: de contamunagio em
amostras de agnas superficials e 62% em aguas profundas, em
concentragdes globars de 1.1-173 pgl e nd-89 pgl.
respectivamente. Oz fungicidas Propiconmazol e Difenoconazol
foram os mais frequentes e com malores concentragdes em aguas
superficials, seguidos pelo inseticida organofosforade Clorpmifas
e pela Atramma. Sousa et al. (2016), avalizram amostras de agua
de 10 reservatonos ao longo do estado do Ceara, e detectaram em
60% deles nivel de Atazmna 5-6 vezes superior ao limte
convencionado pelo Mmistenio da Sande, melumdo 7.0-8.0 pgl
de Atrazina em amostras dos reservaténos do Vale do Jaguanbe.
Obverra et al. (2016) investigaram o destino de mseticidas
organoclorados winlizados nos penmetros imgades da Baca do
Jaguanbe. Foram detectadas concentragdes preocupantes de
Heptacloro e Lindano em amostras de sedimentos de zona fluvial
e estuarma, que foram considerados parficularmente zlarmantes
no dominio estuanne, pelo nsco ecologico 3 mucroblota local.

Mio fo1 recuperado nenhum arfigo sobre concentragdes de
agrotoxicos mos tecidos de blomarcadores (vertebrades ou
imvertebrados) no Vale do Jaguaribe.

3.3, Efeitos dos agrotéxicos sobre a sande humana

Mo ano de 2009, um zrupo de pesquisadores do Departamento
de Sande Comunitana da Unmversidade Federal do Ceara (DSC-
UF(C), coordepado por FRigotto, miciou um projeto de
levantamento eprdemiologico na populagdo do Baixe Jaguanbe
exposta 2 agrotéxices. () municipio de Limoewro do Norte, no
Baixo Jaguanbe, ganhou notonedade nos anes 2000 devido ao
aumento do nomero de mtoxicagdes agudas bumanas registradas
pela Secretana Estadual de Sande. Em Limoeiro, esta instalada
truma grande empresa de fruticultura, que explora a culturz do
abacaxi emn larga escala para consumo mterno & exportagdo, com
uso de magqunarto agricola, mio de obra baratz e amplo emprego
de agrotoxicos (RIGOTTO & MATOS, 2009). Alexandre (2009)
entreviston 75 trabalbadores agricolas da regido, levantande
caracterisficas socioecondnucas e profissionals, habitos de vida,
histérico familiar, conhecimentos sobre exposigio aos compostos
quimicos em agnicultura, e submetendo-os a exames clinico-
lzboratonais. Todos os entrevistades reconheceram o uso de
agrotoxicos na rotina profissional e 94% deles admitiram ter iido
contato direto, numa frequéncia de exposicdo de mais de 3 horas
diarias; 60% referiram ja ter passado mal no trabalho, & 33%

comelacionaram fals episodios 3 exposigio aos agrotoxicos
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(ALEXANDEE, 2009). Os achados clinicos apontaram para 63%
de sintomas neurclégicos (cefalela, confusio mental, fremores,
lapso de memériz) e 43% imitagdo ocular, que, sepundo nossa
metanilize foram sigmificativamente maiores que o esperado (32
= 13782, p=0.001017). Os exames laboratorials mostraram que
48% trveram alteragdes nas enzimas hepaticas. Embora tenha
rezhzado o perfil dos trabalhadores, o autor ndo comelacionon
estatisticamente os achados com a exposigio aos agrotoxicos.
Executamos um teste de comelagdo e uma regressdo lnear para
tentar investigar ¢ aumento da relagic TGO/TGP ao longo dos
meses de exposigio. Segundo nossa metanalize, apesar de haver
uma tendéncia de aumento lnear temporal. o meodele nio foi
suficiente para tentar explicar a relagdo, visto que existem vanos
outros fatores que podem concomrer para a alteragdo das enzimas
hepaticas (B=14.62%, p=0.0872). Em estudo de caso-controle,
Figotto et al (2013} detectaram tendéncia crescente e
sigmficativa de mortalidade por neoplasias e mortalidade fetal no
grupo-caso (Fussas, Limoeiro do Norte e Chuxere), com uma taxa
1.76 mazior de hospitahzagdes e 1.38 malor de mortalidade por
neoplasias do que no grupo-controle. Dhagenes (2017} observon
que a chentelz rurzl da Previdéncia Social cearense tem 5 vezes
mais nsco de receber beneficios por neoplasias que a clientela
urbana, sendo 37% de trzbalhadores do sexo masculino,
destacando-se o5 mumicipios de Ieo, Limoeiro do MNorte & Russas
com as malores taxas de beneficios. As mais prevalentes sdo
neoplasias de pele, segmdas por neoplasias hematologicas.
Barbosa et al. (2019) avaharam possivel associagio de cincer
infantojuvenil com populagdes dos perimetros urigados, através
de dades do Registro Hosputalar de Cincer (FHC) do estade do
Ceara. Foi observado um aumento de 16% na tendéncia temporal
das taxas de mortalidade por neoplasias na regido do Baixo
Jaguanbe, considerada a mals alta enfre as remdes ndo
metropolitanas avaliadas.

Freitas e Bombard: (2017} revisaram a hiteratura relacionada

a confaminagdes e ntoxicagbes nos perimetros urigados do Ceara,

especificamente no Bamo Jaguanbe, elaborande mapas
epidemiologicos, através de dados do Sistema de Notificagio de
Agravos (SINAN) e do Departamento Nacional de Obras Contra
as Secas (DMOCS). Os resultados mostraram que, nos perimetros
de Morada Meova, Jagnaruana, Tabuleiro de Fussas e Jaguanbe-
Apodi, as mtoxicagdes agudas por agrotdxicos podem chegara 26
casos/ 100 o] habitantes. Esza casuistica & 10-30 vezes malor se
comparada 3s zonas wbanas, e se repete em outros perimetros
mmgados do estado, podendo chegar até 75 casos/100 mal
habitantes. O Projeto de Lei estadual n® 18/20135 (aprovado em
dezembro/2018) propds uma série de novas normas de aquisigio,
uso, armazenamento e transporte de agrotéxicos no estado, além
de proibar a pulvenzagio adrea nas areas cultivadas. Este projeto
velo para substituir 3 antiga Lei n”14782009, conhecida como
Let Zé Mana Tome, referéncia ao ativista que denunciava o abuso
de agrotémicos pelas empresas do agronegocio, e gnlagem de
terras no perimetro Jaguanbe-Apodi; lel esta que fol revogada
pela Camara Mumecipal de Limoeiro do Norte em 2010, logo apos
o assassinato do atvista (FREITAS & BOMBAFRDI, 2017).

Mio apenas as grandes empreszas fazem uso de agrotoxicos
em sua producio. Em assentamentos de reforma agrina no
municipio de Fussas, 37% dos agncultores de subsisténela
confirmaram utilizar um ou mais prineiplos qUIMICOs em SUAS
pequenas lavouras policultoras temporanas. Desses, mais de 20%

informaram ja ter sofnide mtoxicagdo aguda por compostos
organofosforados, referinde tonturas, dores de cabeca, mal estar
generalizado, fraqueza, prurtdo na pele e falta de apetite. Nenhum
deles buscou servigo de sande, aguardande melhora espontinea
da intoxicagio (CASTRO, 2008).

3.4, Deteccio de metais pezados na Bacia do Rio Jagnaribe

Lacerda et al. (2004} estmaram as emussdes amuais dos
metals pesados de malor impacto ambiental: Zince (Zn), Cobre
(Cu), Chumbe (Pb) e Cadmio {(Cd). Concluiram que as emussdes
antropicas de Cu sdo as mals preocupantes, compreendendo mais
de 9 toneladas/ano despejadas na Bacia do Jaguanbe, presummundo
que 95% sejam provententes de atividades agropecuaras.

Mobre et al. (20138} mvestigaram metals em agua e sedimentos
de um aquiferc alovionar no mumcipio de Itaigaba, no Baixo
Jaguanbe. O mmumicipio possul fazendas de carcimcultmra e
auséncia de esgotamento samitario para a populagio, que ainda
uthzava (por ocasido do estudo) fossas sépticas. Enconfraram
altos teores de Al (0.7e 1.8 mgT) e Pb (11-68 ng/L) em um dos
pogos amostrados, acima dos permitides pelo Conselho Nacional
do Meio Ambiente.

As demais publicagies sobre metals pesados no Bamo
Jaguanbe compreenderam estudos sobre o leito flusnal final e
zonas de estuano do grupo de pesquisa do Instituto de Ciéncias
do Mar (Labomar-UFC). Esses estudos meluiram os impactos
antropogénicos da erosdo, despejo de efluentes e carcimiculhura
praticada na regide. Lopes (2006) comparou as concentragdes de
Cu e Zn em azua e sedimentos de vivewros de camario com
diferentes 1dades e observou um concentragies de até Smg'z de
Cu e até 68 5mg'z de Zn, sem diferencga significativa em relagdo
a0 tempo de uso dos vivelros. O excesso de metals nos VIvelros
poderia afetar o metabolismo dos camardes, zlém de tormma-los
potencials fontes de contaminacio alimentar. Conclum que o
ennquecimente de Zn nos vivelros era majontariamente
provenlents de fontes antropicas. Soares (2011} estudou os teores
de mercuno (Hg) disselvido (~3 4ng/L), particulado (~0 6ngL) e
total (~11.9ng/L) no gradiente fluviomarinho do estuano do Fio
Jaguanbe. s achados sugenram que o Hg provinha
prncipalmente do continente, e, nos mtervalos enfre as mares,
grande guantidade estava ficando retida na zona de estuario.
Apesar dos valores encontrados ndo classificarem o Jaguanbe
como no mpactade pelo Hg, eshmou-se gque sua fragio
biodisponmvel fosse representativa o suficiente para causar
impacto na cadeia frofica, e que a2 concenfragdo de Hg tofal
poderia causar efeitos crénicos para a biotz agquatca local
Lacerda et al. (2011; 2013) concluiram que era esperada uma
malor exportagio de He particulado (1.8-12.6 mg/s) do no para o
estuano durantes as chuvas. Além disso, ragdes parz aguicultura,
ferilizantes e cal conteriam impurezas que contmbuiriam para a
carga total de Hg nos viveiros, podendo chegar a 230mg Hg
Total'hectare/ciclo. Apesar das preocupagdes citadas, Lacerda et
al. (2017} caleularam que apenas 0.15% do Hg que é despejade
no estuario anuzlmente comresponde a residuos da carcmiculfura.
Dia-Silva-Dhas et al. (2013) compararam a influéncia das estagdes
seca e chuvosa nos teores de Cu, Zn, Fe (Ferro) e Al (Aluminio)
em matéria pariculada suspensa na zona estuarma. Concluiram
que Cu, Fe e Al eram de ongem litogénica, devido 3 malor erosdo
que oCOITe Nessa Spoca; & Que seus feores meédios fveram
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correlacio positiva com as chuvas. Ji o Zn mostrou teores mais
altos na estagdo seca, e mostrou-se comrelactonado com fontes
antropogénicas.

3.5, Avaliacio de toxicidade em bomarcadores

Valentim Neto (2004) demonstrou preocupagio com a sande
do Caranguejo-Uga (Lleides cordamus) natural do estuinio do
Jagnanbe, uma vez que, no periodo seco do ano 2000, pescadores
relataram relevante sumento de suz mortahdade denfre de vamas
outras espécies de organlsmos estuannos. Clente da potencial
influéncia dos residucs téxicos sobre a sande da fauna agquatica
do Baixo Jaguanbe, o autor mnvestigou a histologia dos érgdos
principals e o parametros da agna, e fezr um bioensaio
observando a mfluéncia dos efluentes de carcmiculiura sobre
amostra de mdividuos vives duwrante 30 dias. Oz achados nio
apontaram para alteragbes meorfologicas orgimicas nos
caranguejos, portanto nio fol possivel evidenciar impacto sobre a
espécie nesse experimento. Também nio fo1 possivel sugerr uma
causa para o aumento da mortalidade de anos antertores, pois
possivels aumentos de toxicidade podem ter sido pontuals e
dissipados pelos fluxos flinio-mannhos e pluviosidade postenior.

Peres (2012) mvestigou bromarcadores invertebrados e suas
diferentes influéneias po acomule de metais nos sedimentos de
trés estuanos cearenses. Mo estuano do Jaguanbe, observou que
a colomizagio por moluscos brvalves Myvella spp. favorecen o
acimule de Fe, Al e Mn (Manganés) nos perfis sedimentares até
15¢m de profundidade. J3 em areas colomizadas pelos caranguejos
Uea spp.. os teores de Fe e Al se mostraram menores nos
sedimentos, principalmente até 10em de profundidade, o que
possivelmente se da pelo fendmeno da “oturbagdo”, capacidade
que tem os caranguejos de oxidar sedimentos devide a seus
habitos alimentares. Foram observadas influéneias semelhantes
para os teores de Cu, Zn e Pb, por bivalves e caranguejos. A
onigem dos metais fol esimadz com quantificagdo das areas ndo
colonizadas e use de matmzes de correlagio. A conclusio fol que
Fe, Cu, Zn e Pb mostraram-se altamente comrelacionados enfre 51,
portanto sua origem &'ou mecanismo de deposigdo deveriam ser
a5 mesmas, diferentes de Al e Mn.

Costa e Lacerda (2014) investigaram os tecres de Hg em
peixes consumidos em vanas vilas ao longo do Baixo Jaguanbe.
Foram detectados teores de Hg em amostras de musculo de 13
espécies, variando entre 0.1 — 107.5 ng'z, considerados abaixo do
limute estabelecido pela Agéncia Macional de Vigilanea Sanitana
(ANVISA)., As malores concenfragdes foram detectadas na
musculatura de peixes camivoros, demonstrande assim a
“momagnificacio” através da cadela frofica. Atraves de
entrevistas, estimaram a exposigio humana ao Hg através do
consume de peixe. Concluiram que, para as guantdades
estimadas de consumo de peixe (mesmo estande acima do
consume em outras regides), os teores de Hg encontrados naguele
momento ndc ofereciam rnsco de toxicose A populacio ribeirinha
do Baxe Jaguanbe. O mesmo grupo de pesquisa comparou os
teores de Hz em mmisculos de espécies nativas livres e de espécies
introduzidas, mantidas em fazendas de piscicultura no agude
Castanhde, na regmdo do Médio Jazuanbe. s teores em peixes
natives foram estatishicamente malores que em perxes cultivados,
mas amda considerados abaixe do hmute precomzade pela
ANVISA Em um estudo prospective, Mouwra et al. (2018)

também avabion acumulagio de Hg na fauna estuanna, de 2007 a
2015, For observada wuma diferenga sigmficativa nas
concentragdes de Hg em invertebrados com diferentes habitos
alimentares, sendo mals altas em crustaceos camivoros; porém,
em perxes, nio foi observada diferenca estatisfica entre diferentes
habitos almmentares. Novamente, os valores encontrades estavam
abaixo do limate oficial, mas os pesquisadores acreditaram que as
caracteristicas hidroquinicas e hidrodmamicas do ecossistema
em  questdo, estanam  contribumde para  crescente
biodisponibibidade de Hg, que, 2 longo prazo. e com o malor
consume regional, poderiam causar distarbios crémicos na fauna
e na pepulagio humana consumidora.

3.6. Deteccio de hidrocarbonetos aromaticos

Andrade et al. (2019) avaliaram 18 oipos de PAH: ao longo
do curso do Bamo Jaguanbe. A concentragio total vanou de 0.6
—3752.0 ng'z, mostrando padrio de distibuigdo espacial distinto
entre as areas, com as malores concentragdes em pontos de coleta
no estuarie. Esses achados classificaram o estuario do Jaguanbe
como moderado a altamente contamunade (1000 — 5000 ng/z).
segundo a EPA. Houve predominio de compostos de alto peso
molecular {com guatro ou mals anéis), mclundo pirenc e
flucranteno. O Benzopireno, hidrocarboneto de alto peso
molecular conhecido por seun efeito carcinogénico em ammans de
laboratonio, for detectade em baixas concentragdes na zona
estuarma. As combustdes de Momassa domsstica e de carvio em
olarias contmbuiram mais na zona fluvial, enquanto possivels
vazamentos de combustivel nautico conmbuiram mals na zona
estuarna.

Apesar de um empenho relatvamente grande em medwr o
impacto ambiental & a qualidade da agua da Bacia do Jaguanbe
durante o periodo dessas publicagbes, nenhum trabalho amda
contemplon estudo de efeitos de contaminacic ambiental sobre
vertebrados terrestres da grande area do Jaguarbe.

4, DISCUSSAD

A contamunagio ambiental por agrotoxicos e PAHs
(compostos quimicos orginicos) e metals pesados (elementos
inorganices) causam uma complexa rede de efeitos indesejados,
sendo necessano portanto ser abordada dentro do coneceto
interdisciphinar da “Sande Umca” (sande humana — animal —
ambiental). Os residuos toxicos da agnenlura contaminam o solo
e as aguas, aingindo a mucrobiota e 2 macrofauna. Assim, viajam
pelos orgamsmeos dentro da cadela trofica, afetando a sande de
plantas, de mvertebrados, animais vertebrados, até chegar aos
humanos atraveés da almentagio e da absorgdo organica por via
topica. Diante disso, ndc € possivel tratar apenas uma das
vertentes da sande.

Os  compostos quimicos denommados agrotdwmicos
comegaram a ser produzides nos anos 1950 na India, confribuindo
amplamente para a expansio da agricultura, e tendo se expandido
para todos os contnentes nas décadas seguntes. Dlentre os
beneficios de sen uso estio o aumento da produtiidade, a reducdo
das perdas, o controle de vetores de doencas e aumento da
qualidade abimentar. Enfretanto, mesmo os mas modermos
agrotoxicos, com espectro mals especifico, podem ainda ser
penigosamente t0X1005 para humanos e animals, contaminando
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alimentos e produtos alimentares, ar, aguas superficials e
profundas, selos e vegetagio. Ser pengoso para o ecossistema
significa afetar os individuos da base da cadela alimentar, como
plantas e mvertebrades, acumulando-se e causando danos para o
sistema como um todo (AKTAR et al | 2000).

Sobre oz agrotoxicos detectados em malor concentragio no
Vale do Jaguaribe, agueles podem afetar humanos e amimans,
causande prncipalmente alteragdes no fizado, nos sistemas
reprodutive e pervoso. (s fungmicidas fmazois podem causar
hepatotoxicidade zguda e carcinogénese hepatica. Além disso,
Dyushina et al. (2019} observaram mibigdo da entropoiese em
medula 6ssea de camundongos expostos a fungicidas triazos.

A Atrazina e ¢ Lmdano funcionam como dismiptores
endocrines, podendo causar ferumizagio de individuos machos
(pela expressic da aromatase) e toxicidade testienlar. O
Clorpinfos, dentre oufros organofosforados, interfere na
condutividade nervosa e na atividade da acetileolinesterase, assam
como estresse oxidafive mo sistema nervoso cenfral, podendo
resultar em alteragdes neurccomportamentals. O Inmdaclopnda e
a Clonamdma fambém podem alterar as reagdes colinérgicas,
porém 3o considerados de alta margem de seguranga por serem
extremamente seletrvos (GUPTA, 2007¢). Além dos previamente
listados, pesquisas mais recentes levantaram oufros efeitos em
humanes e ammais. O Lindane e seus isémeros (o, B, &-
hexaclorobenzeno) foram detectados no soro de 6% de pacientes
com Deoengas de Parkinson, sendo o p-hexaclorobenzeno o
componente estatisticamente mais associado (RICHARDSON ot
al., 2009). Navaratne et al. (2014} observaram mortahdade aguda
em girinos expostos a 0.1 ppm de Clospinfos. Oufras pesquisas
relataram que a Atrazina causou degeneragio miocardica e
desorganizagio sinuscedal hepatica, por via direta e através de
disfungio 16mica (Na+, K+, Cal+ e Mg2+) em codonas, bem
como falhas de desenvolvimento transzeracionals em ratos (LIN
et al., 2016; McBIENEY et al, 2017). Sun et al (2018)
observaram gque o mmidacloprida induzin adipogénese e
resisténcia a insulina em camundeongos, engquanto outros autores
observaram efeitos cromicos subletals em commmidades de
invertebrades, denfre as quais abelhas polinizadoras, afetando
comportzamento, alimentagdo e fungdes ecolégicas (VAN DITK at
al, 2013; DIVELY et al., 2015; SUN et al.,, 2016; MILES et al.,
2017

A exposicio ccupacional a agrotéaacos esta relacionada com
o nsco aumentade de neoplasias bematologicas (hnfoma ndo-
Hodgkin, Leucemmas e Mieloma Mualtiplo); mchisive, niveis
séricos  de  agrotoxicos ndo  persistentes  ja foram
significativamente correlacionados com contagens andmalas de
células hinfoides e mieloides em trabalhadores rurais no sul do
Brazil (MERHI et al., 2007; PICCOLI et al, 2019). Mesmo a
exposigio a inseficidas ou herbicidas residencials, os quals s3o
utilizados em menores concentragbes ou frequéncia, pode
aumentar o nsco de neoplasias infantojuvents de 1.23-1.47 vezes,
inclumde neurcblastomas, nefroblastomas e lencemias (CHEN ot
al, 2015).

Considerando a detecgdo de metais pesados no Rio Jaguanbe
3 seu estuano, os efertos sobre bumanos & ammais tambem
causam inquistagdes. O metals pesados em geral produzem
tomicidade quando formam complexos com compostos celulares
contendo 5 (enxofre), N (nitrogénio) e O (oxigénio), o5 quals
inativam sistemas enzimaticos e modificam estruturas proteicas,

afetando o metabolismo em nivel celular, podendo cansar a morte
das células. Os sistemas mais afetados s3o sistema nervoso central,
gastrointestinal, cardiovaseular, hematopoiético, renal & sistema
nerveso penfénco (SHAFRMA ef al., 2014).

0O Cu for um dos metais cuja detecgdo causou malores
preccupagdes. As doses tdxlcas sdo vanavels enfre as diferentes
espécies anmmals. Em infoxicagdes agudas, lesdes hepaticas e
renzls graves costumam se manifestar em até 48 horas,
geralmente letars (THOMPSON, 20072). Os principais relatos de
intoxicagio crémica em animals envolvem as espécies bovina e
owvina, guando se ahmentam em solos, agua e pastes
contaminados por calda bordalesa (mistura de CuS04 com agdo
fungicida), suplementos a base de Cu e esterco de aves e suinos
{O'DELL, 1997).

Foram detectadas altas concentragdes de Cu e Zn em vivelros
de camardes na regido do estuano do Fio Jaguanbe. Levantou-se
que neste case, esses camardes podenam ser fonte de
contaminacio alimentar, uma vez que ocome o actmmule dos
metals nos tecidos e a depuragdo via excesquelsto. A intoxicagdo
pelo Zn em humanos € consideradz wm evente raro, mais
relacionade com ingestio acidental de grandes quantidades de
suplementos; contudo, tem bastante gravidade, uma wvez que
promove estresse oxidative metabolico e dispara a morte celular
programada em diferentes tecidos, mnclundo o sistema nervoso
(PLUM et al., 2010). O Cd, cwos nivels foram considerados
abao do lhoute legal estabelecido, nmem por 1sso deve ser
excluido dos momtoramentos, uma vez que a exposigio cromica
de ratos ao Cd, mesmo em baxos nivels, causou carcinogénsese
(LEE & WHITE, 1980}, osteoporose e defeito de vasculanzagio
em ossos compactos (DURANOVA et al., 2014), distrofia do
esmalte dentanio (SWIETLICEA et al, 2019) e alteragbes
inflamatorias na prostata (SANTANA et al., 2018). Em humanaos,
a exposigio ocupacional fem sido relacionada a nefropatias e
osteomalacia com ostecporose (HOOSE, 2007).

Segunde a Food and TChug Amencan Agency (FDA), a
acumulagio de Hg em peixes para consumo nio deve ultrapassar
1 ppm {GUFTA, 2007b), o que ¢ considerado pela ANVISA
(BEASIL, 2013) como 1.0mgkg (peixes canivores) e 0.5mgkg
(peixes nio-carnivoros). Mesmo em concentragfes mmmmas de
S0ug'e, Amonm et al. (20007 encontraram correlacdo direta entre
contaminagio por mefilmercime (metabolito do Hg inorgamico
acummulado em peixes) e danos crfogensticos aos linfocitos
peniféricos em moradores de ilhas fluvials ac longo do Fao
Amazonas. Em animais de laboraténo, exposigio crémica a
metlmercine e fenilmercino, mesmo em nivels considerados
baxos, pode causar danos zo0s rins, estémago e infestino grosso,
alteragdes de pressio arterial e frequéncia cardiaca, anomahas de
desenvolvimento e abortos, alteragdes espermaticas e
espermatogénicas; em animals pecuanos, além de alterapdes nos
orgi3os ja citados, os sinals npewrolégicos mostraram-se mats
evidentes (GUPTA, 2007h; BRASIL, 2013; GENCHI et al.
2017

s metais Al e Pb foram detectados em altas concentragdes
na agua de um pogo profunde na rezide do Baixo Jaguanbe.
Ambos estio relacionados ao estresse cxidative gerzl e anemia
hipocrémica, e danos orginicos dependem de em qual tecido eles
se depositam em maior concentracio; o Pb causa nenrotoxicidade
por dismupgio da barreira hematoencefilica e alteragdo de
newrofransmissores, em animails e humanos (THOMPSON,
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2007k), enguanto o Al tem s1do mplicado como paricipante de
doengas newrodepenerativas (GUPTA, 2007a).

Puoenc & fluoranteno estio entre os PAH: detectados em
malores concentragdes no Baixo Jaguanbe. Os PAH: em geral
causam toxicidade aguda metabolica para organismes aquaticos &
aves silvestres, exacerbada na presenga de luz ultravioleta.
Toxicidade crémica pode meluwr carcinogénese e alteragdes de
immnidade, reprodugio e desenvolvimento (ABDEL-SHAFY &
MANSOUE, 2016). Em bumanos, a exposigac aguda a altos
nivels de PAH= dependendo da via de expeosigio, pode causar
umtagio ocular, nausea, vomito, dianreia e confusic mental
(UWIN et al, 2006). Efeitos cronicos compreendem catarata,
insuficiencias hepatica e renal, disfungdes respiratorias tipo asma,
alem de carcinogénese respiratona e digestona (OLSSO0MN et al.,
2010; DIGGES et al, 2011). O benzopireno, que também foi
detectado no Bamxo Jaguanibe, mas em nivels mais bawxos, for o
primeirs dos PAH: com atridade carcinogénica a der descoberto.
Em animais experimentals, o benzopireno produriu cincer de
pulmio, guande inalade; cancer de estomaze. guande
admimistrade na agua de beber; & cincer de pele, atraves de
administragdo topica (ABDEL-SHAFY & MANSOUE, 201&).

£, CONSIDERACOES FINATS

Atraves de toda a hteratura revista foi possivel perceber a
importancia do Fio Jaguanbe para o Ceara e para o Brazil, em
termos de abastecimento de agua, para consumo domeéstico e
industnal, para origacio e para transporte, e para 3 manutencio
ecossistemica. Em sintese, para o progresso regiomal. Os

contaminantes detectades foram discutides 3 luz da “Saide Unica™

(humana, animal e ambiental). Apesar de a malona dos estudos
conclur que os nivels de confamunagic ainda sio bamos
{comparados a outros nos), agrotoxicos, metars e ndrocarbonetos
podem causar danos ureparavels a sande humana, amimal e
ambiental a longo prazo, mesmo em baixas concenfracdes ou
doses.

0 monitoraments & mprescindivel o controle e as
fiscalizagdes sdo madiavels & pumgdes aos infratores devem ser
postas em verdadeira pratiea. A consclenfizacio e 3 educacdo
ambiental dos usuarnos e populagic beneficiada devem ser
contiouas. O uso mdiscrnimunade de compostos quinucos na
agnicultura deve ser combatide pelas autoridades e fiscalizada por
todos.
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Histopathology of Endocrine Organs of Miranda’s
White-Lipped Frogs (Leptodactylus macrosternum)

from Cultivated and Non-Cultivated Regions in
Semi-Arid Northeastern Brazil

Roberta da Rocha Braga*'* , Pairicia de Menezes Gondim *
and Eliana Reiko Mamushima”

* {raduat Course of Cam paratoe and Expermmental Fatbelpy, Scboed of Veterninary Medione and Joatechmes, Dninerary sf
Sas Pavls, Sas Pauls, ” Academic Labsratory of Wildiife Pathosgyand = Graduse Course of Eealapy and Natural Recources,

Federal lnmersity af Ceara, Fartalera, Bran!

Summuary

Endnerine disruption defines the influence of eyvironm ental contamina ntson the control of behaviour, growth
andd reproduction of free-living species. Amphibdans are considersd as bioindi cators of environmental halanoes
in aquatic and terrestrial systems and of physiological and imnunalogical sensitivity to environmental
stressoms. In the Caatinga Iomain of northeastern Brazil, the Lower Jaguaribe Fiver [LJE) region i
mritstanding for the conservation of anurans and has cnsideable species diversity. However, the use of pesti-
cides and chemical fertilisers is of increasing concemn becasme of consequent risksto envimnmental , haman amed
animal health. Miranda’s white-lipped frogs (Lepbdactilers mecrs ereuem) ane a bundant and well -ada pied in this
region and, therefore, are considered tobe a suitable bioindcator. The objective of this work was to evaluate
the morphalagy of endocrine argans of this species for evidence of potential impacts of agrosystemns. We found
significanthy smaller females and parathyraid cytalysis in frogs collscted from cultivated aress, compared with
thase from non-cultivated regions. Interrenal degeneration was fumd in both sample populations. Chemical
analysis detected pesticides and potentially toxic elements in tissues of Mimanda's white-lipped frog tieaes
from the L]E region (data not shown). These findings suggest that the parathymid gland acs as a hiomarker
of environmental toadcity in cultivated areas in the L]E region. In this study, the other examined endacrine
argans did not show significant potential for use i biomond toring the impact of teic chemicals.

02022 Ekevier Ld. All rights reserved.

Krpeooods= amnph bt hioindicaton; acotood ooy o descrine d mrupiien

Imiraduciion

The endocrine systermn controls physiologieal fane-
oz, incheding meabolizm, growth and repoodee-
tom [Greco and Stabenfeldr, 201%). Emdronmental
endocrinokagy s the study of how matural Bcrors
(e, photoperiod, temperature and pheromones) in-
Auence the foncdoming of the endocrine syitem and

Cormapondence i R da Rocka, Braga (e-mael: roberirnocho e b

2 TS5 - e Eond o e T
b e || et ey S 0L 1 QM S oo DO 0 0T 00D

it eflects on trget orgam and homeos sz, In the
context of incresing  global deforestabon and
anthroptzabon of natural envimnments, endocrne
deruption 13 a potential macker of the mfuence of
ermvirinmental conminants on the control o behavs
ipur, growth and reprsduction of free-living s pecies
(Musrris and Carr, 2013,

Amphibians are considered bistndicators of emd-
ronmen tal balance i agquatc amd erestrial sysbems
and of physiokgical and immunological semsidvity

B 0T Ehicvier Lid. All sight seierved.
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bix emvironmen tal stressors (S parling of of, 2010]. Most
mvestigations have involved the Afncan dawed frog
(Nespus lamis) bt wads (Bufe spp) and troe frogs
(Lithebakes spp) have been used for physiological,
ecological, wxieoloical and emdronmental maonm-
tormg studies (Burggren and Warburon, 3007;
Sirmon ef af, 01L Taw ef al, 20016 Pulsford & af,
017 Inorecent years, several envimnmen gl models
have used southern or tropical frogs (Brmaly Lepio-
dactyhdae) as biondicaion (Viane, 3010; Correia
el al, 114,

The Caatinga Domain & .a.'hl.'lgf [s 1:-ru¥|1:-r.| charae-
terized by subtropica vegetaton in northeastern
Brazl, and was Pm‘u:-u'ﬂ]-' consdersd b have kow
hqﬂlwr'ul.y However, it 15 novw corsidened wo have
a nch diversity of fauna and Bora (Leal o af, 2005,
Within the Caatmga Domain, the Lower Jaguaribe
River region (LTR) 15 oustanding for the comervas
ton of anurans amd has comiderable spece biosdi-
wversity  (Santana & al,  H013), Depike s
importance, the Caatinga has recemved littde pablic
environmental msearch funding and 13 serosly
threatened by habitat fragmentabon and inensive
agriculture [Antongiovanni o al, H30). In the
Eerming context, the e of Pll"ll.“ et 2nd chemical
ferolsers in the 1rr|gu|.ﬂ| penmeter of the T__]'R s ol
mereasing coneern with comegquent rsks b environs
mental, human and animal health
% FT Ili}li rma, J21Y,

Amomgrst the LR natve anuran species, Miranda's
white-lipped  frog I'f.rﬁ.l'aﬁ.:.ﬁ-.fm marresfenum |
(Supplernentary Fiz. 1) is comadered w be abundant,
with a stable conservadon stabs (Amphib a.'i‘wl:l_
HiZl), and & therefore suible for me as a hio-
mdicator of emdronmenid wxiary, Adalis have a
smout—vent  length (SVL) of 6.0-8.0 om, are
rescturnal, generalst ineatng habis and have adapt-
ed to the anthropized aress in the region [ Dixoen and
Staton, 1976; Teles o af, 2014,

Ther & almost no mlommanon on the evaluation of
verress brial amimals as bicindicatoms of homan, animal
ard environmen tal bealth in the LR region (Braga

and Matushiom, 3021, and anomns are the most

(Braga and

suttable candidate spedes for blomoenitoring inwsti-
gatioms, The current mesearch propet oommemsed
with an exploration of flue twabng asymmetry and go-
radcsomane indices as biomarkers of anthropogenic
dhsturbance in anurans, and some reulis have been
publibed [(CGondim o af, 0], As a contnuatom of
the project, the objective of the current s iy was to
evaluate the morphokagy of endocine organs in Mi-
randa's white-lipped frogs in a mumapality of the
LJR for potenbal evidence of impacts of agrosystems
on the health of this species.

Materials and Methods
Samplmp and Saudy Area

Mliranda’ -11.|.'|'.|1I.t-'|1PPﬂ| Frosg ‘iPﬂ:ln'bFrH“‘H‘ﬂ‘i:l:-“ﬂ ted
from four diferent sites, each of 2=4 km®, dated at
least & km apart, in the mumdpality of T.a.l'.uﬂr.'ln:- duo
Morte in the LJR, Ceard [FLF04YS 38704 55YW)
iFig. L}

The study regiom iz within the Caatinga morphocli-
matic domam, a semieand eropical chmare with an
average annual emperature and precpiotion of
270 and 794 mm, respectively (Ceard, 2016). Two
aites (mom, | oand 2) were defined as non-culivaed
amas (2 km” naive land areas], with herbaceoas,
shrubby vegetaton and water I'J1H|1H anad Lwl:- TS
Jand 4] asculovated areas (average ‘.i."—i ke’ 1ywhich
were at least TH% covered by commeraal rice, bens,
vorn, banamas and pasture grasses.

Ermial Appraval and Fropg Collectiom

Frog collec ion was authorized by the Biosdiversity In-
Rarmuation Syavem of the Bramlan Dmtitute of Envi-
mnment and Matural Besources (SisBio-TBAMA)
approval oo, 5724-1). The Animal Ethios Commmt-
pee ol the University of Sao Paulo evaluated and
approved the techmical procedurss (approval no,
43872500 18). Approximately thirty spedmens were
rsanmaally collec ted from each sive by act e mosc umal
searching from V00 w Z2:00, and tram ported in air-
flled plasbe bags w a nearby feld labomory asem-
bled for this purpase. The frogs were then immedi-
ately memured (digital caliper, precsion 001 mm;
digital scale, precision 001 g) and sulseguentdy hu-
meanely euthanzed with an intracardiac mpcion of
bdewwaine hydrodhloride (30 mglkg) (Brasl, 2003
Chatigny o al, 2017},

Neerapy and Hicelspical Frocessmg

Immediately alter suthanasa, samples of lver and
gorads were collected for chemical analysis and histo-
pathoalogical examination, mspectively, and the car-
camies, contaimng the other orgam, were fxed in
10% Formaldehyde for 24=48 h and subsequently
preserved in 70% ethanol unol memal examinatin.
At mecropey, the laryne was remaved amd cleaved
sagittally tw acesss the thyroid glands, The pamthy-
moied glarnds and pancreas were examined grosly,
whemas the thyrodd and nemenal glands could
only be microscopically evaluated, All dmoe sample
were procesed roudnely for histoksgdoal examinabdon
and sectoms cut (5 pm ) and staned with haematosy-
n and emin (HE). Selected sections contaimng
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Fig. 1. Locadon af sody sives (51, 52, 3% and 54} in Tabuleiro do Noree muonscipaling (geey] in Ceard Sme (CF, green |, northeasern
Brazil . The Jaguarihe B hver argginaes in the southaea siae and flows through the wea of Tahaleirn da Naorte o the northeas
anast of Brags L. PL Piad Soae; PR, Paraiha Suae; BN, B Grande do Nore Smie

gramalomas were stained with Ziehl-Neeken, Due o
the reduced se of the rget omggans in some frogs,
strme sections had imsufoent quantity or qualivy of
bame to be analysed and were therefore exchaded
from the study. The his wlgieal aleradoms were clas-
sified categorcally (ie, presence or absence, moking
ane Fac bors)

Siaasiral Analpis

The mamn Andings were presented m a @ble with ab-
solute and relagve frequency da. The pathoksgical
alterations were tabulated wogether with  demo-
graphic variables (specimen idendficabon, area sta-
tus [culdvated or nonculovated], SV and sex) for
analyss by Pearson's chissgquare st and generalized
linear moadels (GLME) in Soltware B, «4.02 R
Core Team, 2030, Timues of L0 frogs wene inchaded
in the analysis (colovated area: 20 females, 30 males;
non-culbvated area: 36 Bralesand 14 males). Alpha
< (0% was comidered smostically signifeant.

Resulis

Snsui— Vent Lenpih

Mean SV was significantly higher in frogs from the
non-cul ivated areas, compared with those from culo-
vated regrioms (Table 1)

Thyrsid (rland

Ap necropsy, the thyrodd glands could not be
whserced with the naked eye. Despite the use of wopo-
graphical anatomy references  (Holmes, 1924,
Minkof, 1975 Wiechman and Wirsig-Wiechman,
T003), 1t was not possible to visually kocate them in
their normal anatomical posidon within the ventral
laryngeal musde of the frogs. On histelogical exam-
inaton, thyrod glands were identhed in only seven
froges, all from non-coltivaed areas, and did oot
exceed 08 x (L8 = 0.2 mm. Noedular goire was de-
tected in 3{T (428%) of these fFogs (Table I
Fig. ZA). All affected frogs weme female, from

Tahbls 1
Mesn snout—venilength BVL] elMMiranda’s whiie-
o Talmleim do Noris

Mam SVL2 5K {an]

S Nomber Nomvalbsaded Nombe  fhlsabnd P ooalas
arai P
Fermle s 65+ 109 T 600 1A O]

Melale 14 7.Bx113 o eEExlid OhEl

Moan SVL 50 TAZELIZ 49 6351 1.0E 00T

Sgrnthcanee: code * %% 0000, wany Pounem®s chi-aguarne iesd .
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Tahle
Endocrine alberastions in Mirawda's whitedipped Frogs (o = 100 Fom cul d 2 1 :| in Tabuleira do
Noris
T e [ e {armom Ao, aath broom Y from calbsabed amas % oo mom ~mlisated anray
Thyreed gland Clellesd seadular gesire 3= 118 -
Parainoroed phond Urwnu kee e i nhliraiaon 9 o 95
Chorgresdaen i &3 ]
Liranulonms 3 35 8=
Interstizd Hlroes 2 - 3B
Carala nfr Gon [iupaciad] x 2.7 ]
Feescal miie recp 2 - 3B
et of Largrerhaam H yperpliss 19 23 o
Vacuslur degeneraton i - -
Enterrenal phonds Adrenesartical vacuslur degpencradion 37 4.0 0%
Chreomfim cell vacushur degene ratem 4 2.7 557
Congedien 4 EE 47
Adrenceortical byperplei 21 J0T 10
Moo kowr ol indilmtaon 21 43 e
A e s 14 195 155
Feescal miie recp 3 9= IE
Addren ce et ical necroes i 1.9 32
Riz s ] i 3 | 53
Pormariedctir hlmes 2 - 32

* thyread ghond e was sdenizhad an only 7 frog.
=, mot elmernad .

collectionsite no, 3 (culovated area) and had 2 mean
VL ol6. 09 cm. The small sample size precluded s -

tsbical analys,

Flar am pregd (7 land

Despite therr small size, the parathyrosd glands were
readily 1denbhed on the cankoventral aspect of the
ascending curve of both branches of the external jugo-
lar vein in all examined fmgs They were ousd
M2l = 017 = 009 cm on average], whitsh and
had an elastic consistency and a smooth caprule, No
macrossspie al eraons were identfed on the extemal
or cut sudaces. The mast fregquent histopathoksgeal
alterabon was mild diffise subcapsular granukseyt:
thetersphibe) mAlraben (Table I; Figs, 2801, The
GLM indicaved a signihcant efec t of the area from
which the frogs had been collected (culovated verss
- cul Bvated), size and age on this ksion [Table 3).
The granulscybs nAlrate was negatvely correlated
with parenchymal  orgnabon — 25,
P= 0U03T).

Crranulomas and congeston of the [.l.a.r.a.l.h:.rn:-id pas

= =

rer:hyma were shightly more frequent in frogs from
cultivated areas than from non-culovated, espeaally
i fermales, but with no stk ol agmbeance. The
wther I’:ln-:im,m; in the parathyrood g|a.r.|-:.’ﬁ (Tahble Z)
were considersd as inadental with no sgmbeant dif-
Frences hetwesn cultvated and non-culiveaed areas,

Iefeis af Fanperbans

The pancreas was the mast accesible organ for
ma.-lﬂ:-eﬂ'q:-[.lir and microscopie evaloabon, and was
present i 93100 (3% of hetolapeal samples st
able for examinabon. The islets of Langerhams were
iden ihed microscopically as clsters 1:-|'+'J1:-r.|,|g.a.l.1-'-:! welk
with maldly acdophile cytoplasm located in the
avimar parenchyma, olated, elongated or pobygonal
endorine cells were also distributed in mulople fan
among the aoni Islet hyperplasia was detected with
e rate frequency, and more frequently in females
from the culttvated areas, compared with all other
frogs. There was no sigmfcant mfuence of samphng
site or busdy size onislet hyperplasia, lethypemplasia
(Fig. ZE) was considerad mlative because the nomber
of cells in mst samples of pancreas did not exceed 10
per Blet (A maximum of one or two islets per sample
of were seen in the examined pancres samples ). Tslet
degeremtion (Fi. IF) was  also  occasionally
oleerved. The exocnne pancreas  showed  maore
frequent  changss  than  the  endocrine  meghon,
ncluding keal and extemive acinar degenemtion,
parenchymal necrosis and mild o modemate inflam-
rsatiion of the choledochal doct.

Interrenal {rlands

The interrenal glasds were evaluated in 7999
(T9.8%) of the smmble hstologieal sections, They
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wenre charactermed by groups of polyhedric adreno.
cortical oells with scant oytoplasm and  polyhedric
chromaffin celk with reddsb—brown  eytoplasm,
em bedded in the ven tromedial aspect of the kidneys.
Mormal appearing  miemenal  glands  oecupied
= 10FG of the cros-sec donal kdney area.

Several alerabnom were olserved in the inberrenal
glands at moderate frequency. Adrenocordoal cell
degeneranon was the most fequent change, followed
by admenocortical hyperplsm and vacuolar degener-
abon of chromalfn celk. In the collection sites + sex
el , G indicated that adrenocorieal vacoolar
degeneratnon was directly influenced by sex (a agmf-
wantly hgher prevalence in males) and inversely by
culbvabed collecton sivs Bignihoanty bor 53, Table
£1. The model suggests these alterabors and chros
malfhn cell degenerabon were assocaved mainly
with the non-cultpvated areas, GLM did not confirm
an eflectof area stabos bt demomstrated that ammal
size amd age directdy nfuenced degenerabon and
imverely hyperplasia (Table 5). There were no sigmfl-
igant differences in the fregquency of other alierations
(Table ¥ berwesn culovated and non-coldvaced
areas and noe Fect of frog siee or age (Fus, 26 ad H).

Discussion
The wwverall stee of adult frogs from coldvaed aneas
was sigmficantly smaller than these fFom on-
cultvated areas. Ecological studies have demons
strated that agrosys em environments can have deles
terious  effecs on the health  of  amphibians,
inchading a reduction i the growth rats of both
larvae and aduls (Hedge and Krshnamorthy,
Hil4: Wood and Welch, 2015). In recent decades,
laboratory triak and Reld research have demaon-
strated an adverse effect of pesticides on the develop-
ment, memmorphoss and growth of amphibians
(Broone e af, 2001; Relyea, I04: Robr ef af, 3006
Bokony ef af, 2018 Adehai o af, 2019). Zamora
Carmacho and Comas (2017 comehaded that individ-
wak from a culovared area had faster grow th and a
shorter Wespan and, for ths reason, mereased ther
energy imvestment in reproductdon. Thymsd hors
mones are the main factos regulanng amphibian
mee e phosis (Galeon, 1992, We observed colled
roscdu lar gl:ri trein I-nl:-gﬂ Froorm ome ol the cultivated sites.
Regquena o of (2019 found an nereased prevalence of
thyrowd dieases, including nodular goitre, n individ-
uab exposed o pembodes o oagnoulioml oareas
Collasd nosdular gsitre 13 the morphological represen-
tation afhypothyroidizm and is chame erized by mal-
uple fsllicles of rregular sze amd shape, which are
dutended by colkad and surrounded by cubic
columrr or fatensd follicular cells at variom stages

b

of me mbolic actvity (La Perle, 2012, Althoughsuch
thyroed changes could explain the delayed growth or
reduced size of adulis om the culbvated areas, the
sample size n this stody was pos small woconfirm
this hypathess

The parathyroid glinds of the frogs examined in
thiz study had several alembions, mdedng periph-
eral gramulecyue inhlimtes, which were sgmbeantly
mus t freqquent in the largest individuak from the culd-
vated areas. A signiheant comelation was found be-
tween the gr.a.nu]u:yl:id: infiltraves and the redocbon
in parathyrod  gland pameochyma, According o
Weckman ef al (3014, endovrine glands recycle hor-
mumes ared specialwed cellular componenis by auto-
phagy  after pertsk of  signiheant demand.
Neutrophils (similar o "heterophik’ from ectothermic
speckes) are prokesional phagocyos granulocytes that
act in autwophayy pathways and can be actvated by
phagoeytosis of pathogens or toxns (Weckman e al,
H014). Amphibian pamthyroids wedergo seassnal
parnchymal oytolysis during winter in the northern
hemisphere, regeneradng with the areoeal of spring.
Howewver, as this opcdic feedback had not ocoomed
in anurarms held in capivity, it was beleved thatsup-
Pn:tn'ng sl from natoral habics led w 1']1.ungn-::1
in the parathyrodd opcle (Boschwite, 1967). In this
study, all sampling was com pleted within 30 days in
the same season, which excludes seasomal cybolyss as
a cawe of this change. The presence of periphemal
granulocytes and sparse parenchymal cells may indi-
cate autophagy to bt pathogens proceses, hyper-
cakaemic suppresion of parathyroid hormoene or
remimal of cellular components due to starvabm.

Hyperplasia of sl of Langerham i3 wsually
observed in obese mammals (Jones of af, 2000) and
has been amocmted with envimmmenal conamima-
ton by androgemis  or  xencamdrogen  sterokds
{ Evans, 3007 Wenand and Kemp, 2018). Selecdve
degenerabon of the islets i3 repored n diabenc
dogs, etther as sponaness change or secondary o
pamcreadtds (La Perle, 2012}, Emdronmental caomses
relaped o diabe s include amenie and dioan hydro-
carboms (Parker & al, 3002, Tesioms in the exocrine
pamreas were abo detected in the frogs o this stady,
which may indirectly affect the inegrivy of the slew,
depending on the degress of parenchymal infamma-
tom (Gilor «f af, B0,

Prelimimary chemical analyais has detected at least
ane das of pestade in the Iver [(450%) and fat
basdies (B1.2% ) of the sampled frogs and potenpally
wiie eoneentraton of chromium, manganese, iron,
cobalt, nickel, copper, zine, arsene, cadmiom and
lead in all carcasses (data not shown). The sgano-
chlorinated imectcide endosullfan was  the st
commanly detected pestcde in the sxamined bmoe
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Tahle 3
Gemeralizd Bneer model suipui showing alphs <0005
in parsibyroid ghends wigh g eyt in i
wladul Miraowls's white-lpped Frogs Fom ool ied

Tahle 5
Geeneralizd Bnesr meodel ouiput showing alphs <005
in sdul Miramda's whitedipped frogs with
sthreno il coll yperplssia From Taluleim do

arvas ol Tabuleire do Noris Norie [CE] regerdloss of ares status

et SE -oalar Pof =) Frlmate A odlr Paf =]
[Enierccm] — 13744 o] k] D4 [Eniercan] m=IA0 IELOTE I EE3 =X e
Axa gabn B4 ke et 74 el vl Asrca gann LD OUERS R L L] DEET
VL BLEE ariTe fodyc e DOCEIT EVL —0E19H DTS -2417 ooier

Null deviance: B.T1T an 89 degorens of freedom . Resdual desiunee
19400 o & degrees of frendeom. [ 30 slscrvaborn excluded due toun-
suitabile B e s ple |

Alkaike nform aison craterson: 450400

Ama dabn: noneculinated (0] and culivaiad [1] arcas

SE, standiard error; SVL, enout—went longth; Sipnificonce coda: ®
LD == Dol

Table 4
Grmeralizd Enesr meedel suipui showing alpha <005
im mek i fin coll degenerstion in
sl Mirands s white-Epped Fogs from Taluleir do

Nore [CE], scording to saoapling =i sl sex

Adrmomerismd arlls Frdmmate FE roabar P>l
[ Enbere gt | OLIEETS 55167 05 0B 4
=T o CES S o 0 25ER
=1 —1TAT0E ORI ] ] eiectl L
=4 — NG R aTiEml 145 o137
e 12554 O551ER 0 Ondigs
Chremadhn eclb

[Enerecg | 12619 0ET3 1.5 OOMET
52 — 18T QTTIE T34 ool
53 —215742 OET9 25958 QR4
= —449 0.TME -5 O OO
S [l =] 053379 1 03I

Null dovianes 107 53 an 77 degmay of frondam.

R adsduldoiunce 3717 an T3 dagrocsad froad am; Abadbe inkorambon
eriteraamn: 10702

Null deviance 106 245 an 77 degrea of freadam.

R aadual devine e 34 5388 an T3 dogpraes of freadom; Abagbe inkoema-
tEm craberson, 10458,

SE, andurd errer; 51, 53 54, sampling sto; Signibcunse asdex ¥,
OO #8000,

Null devtance A9 cn T8 degrem of reedom. Resdual destance
E1 95 an 76 dogrens of frendam [T1 alieraisen s excl udad due 5 un-
suitalile B e dem ple | Akadke inforanisn oritesion : BRAET.

Aorea b menculinatad (0] and colinvind |1} arcas. WL, st
went lengih.

SE, standasd ernor; Sgpnahcance asde: ¥, 000G,

T wocicity comprises gomadal, thyredd and adreno.
cortical cell disrupton (Goulet and Hontela, 2003,
Ma Cuna ef al, 3016 Leemans o af, 3019). The adre-
nal gland is extremely semsidve Lo oxde injuries and,
among agrochemicak, 2chloros- triaeme herbicdes
and organschlorine imecickdes have been reported
ter alfect adrenal steroidogenss and came selective
necrods of the adrenal cortex (Hinson and Baven,
H00h; Gupra, 2007, In the carrent study, diffse
multikseal adremsconical vacoolar degeneration was
mainly found in males from non-colivated areas.
Although when planming the study, we clssbed
the LTR study sites as ‘culdvated' or ‘non-cultivated'
and amumed that agnouliure was only practised in
cultivated areas, ths asumpion & not entirely cors
rect, Pestodes can be transported long distanos. Al
ter  breakdown, they volatlize, cmdemse in the
atmosphere and precipitate in orain, potentdally
contarminatng vast areas of land and water bodies
(Souza of af, J0H0). The Tabuleiro do Norte mumic-
pality is under high hydric valnerability to agrochem-
1l conminatkn doe to i sweepibility to Boesdimg
and the comsequent dispersion of chemicals through
leaching and swil inhltmtion (Scares of af, B30
Furthermore, our preliminary  chemical analyses

Fug. 2. Howologeal aheranons in endocnne or gars of Mirands's whitslipped frogs from colivared areas of Tabaleinn do Naree (A
ket oo iy goced e, thyroed land . Bacro- and mesero-fallicles, poadom inan dy Lined by flamened Sallicular spicheliom . Langer
el s s f Dbl vy b et ki ol ]t th e bt o s s ey il ces, HEL (B Perapberad miibd grao boeyvn e in flasn mam an
[arronahead s, paraihyrasd gland. Searce parenchvma oo posed of glando ey aoren gemen 1 of dark cheef ek, with granul ooy
[prred it e dy neunopbub ) in perpheral san s, HE . () Coraon koo s flasm manson , parathveod d gland . Bululkosuler gran-
ulomnas i adjacen | eonnastive tosue (@ owheads). Coranubomatoe nodules [B0—100 pmn damester | have smooth sadophls
el e, miu luiple vaswoles with g sl e L= linad aon ten 1 apatheloed mssraphages and fihoohd s, HE. (1) Parach yooed gland .
Spherscal soruerares [ 135 pm dwrnster] dn vamuokss without sgnfican il ammanory rees oo, suggeaine of cooe ol ol e bie ants [ar-
rowheads). HE. [ E} Hyperplaa a, sles of Lan ger hare. Largesn e contains more Uhan A0 celbwith mereased noddearsyinplasoue
ratsn. HE. [F} Endoesine cell depeneratan [cenwe), slet of Langherhans HE. [G) Adrenccorisa] and deomaffin od] degene-
s, in verrenal gland. Adrenscortcal veruaolarnn and sheunk en cheomaffin cd b Foea menooss (amowhead ) and angee i
[asteridks). HE. [H]} Adrenooorieal neons, interrenal g land . HE.
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michicate a stats doeally sgnihoantefect of cad mium on
testieular actvity of Mimnda's white-lipped frogs
(Braga eval,, 2021, whichsuggests endocrine disrup-
ton by potenbally wxic elements m this sample. In
addition to the potental mpact of agrochemical,
several wenobiobe, aromabe hydrocadues  amd
potent@lly  toxk metals may  depesit in non-
mhabited areas by urban sewage dump (Holfman
etald, FO03), Tt & known that the maos tagmfeant arban
centres along  the Jaguarnbe Biver Valley may
1|'iﬂr_'|:|.urgﬂ | B=% mmilliom 1itres 1:-I'5ﬂ-!1.'|.'.u.gu-!|'1|.a.:|r intis the
Jaguaribe Biver (Stwdare, 2003). Paticides and a
wide ramge of anthropic factors can induce nterrenal
ghnd alterabors, indeding cadmium,  exogenos
ghovseortiokds, indwirial organschlonne sohents,
ketoconazole, ewmidate and  mitotane, among
many others [Hinson and Raven, 3006, Becenty,
it has been shown that androgens protect the adrenal
ghind from ageing changes in mce (Gannon of af,
2019, Kemmndrogers may have affected normal
ardmmggen levels in frogs from soen-cal dvated areas of
the LIR region, indirectly causing precocous degen-
erative lesions in the interrenal gland .

In summary, whitelipped frogs from colivated
areas of Tabuleiro do Nore, were smaller, especially
the fermales. They also had scamce parathyrod paren-
chyma and significant granulecyt: infil rates, which
ey have been amonated with primary chnical hypo-
parathymadam, although we do not have asocuted
data. Orher endocnne morphologieal alteratons,
meduding hyperplasia of sl of Langerhans and
modular colloid goitre, were present at maoderate fre
quencies amd were suggrestive of endocrine disruphon
in frogs from cultivated areas. The interrenal glands
had signiheant aleradoms, mainly i malks from
misr =i et ed areas. We do not know whether these
change were asodated with other sounce of conm-
mationin areas believed tobe free from agmehemical
mfueness, The low frequency and mikd degree of
seventy of the alteratons may represent chromic pro-
vemses, which may be asmocated with this species'slevel
of adapaton to the anthropized environment, Cuar
fndimgs suggest that the parathymad gland 15 a sut-
able biomarker of toce msults in calovated areas
ard that the other examined orgams may be poten dal
biommarkers, which should be evaluated collecovely o
prisduce relevant inbrmaton ke biomonitoring, We
are curren ly perbrming stats beal anabss of chemi-
vl amalyses mesulis inoorder to determine any relabon-

shipwith the pathological changes fund n this s nedy,
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Biomonitoring programshave developed inthe last decades, incduding the toxicity evaluation of endemic organiamsin
populations from polhited areas. Environmental bioindicatoms respond to contaminants as predictors of future damage
to their population, ecosystem and hum an. Amphibian are considered very sensitive contamination bioindicators. Re
searchers in several continents have conducted ecological studies on the accumulation of potentially toxic elements in
anuran tissues, especially in mining and agriculume areas. The Jaguaribe River is animportant water source in north-
esstern Brazil, home of agriculture irdgated perimeters; but it aleo concerns users for increasing the risks of environ-

:mum mental contamination. The objective of this work was to quantify potentially toxic elements in Lepiodmcnylus
Biotndicatons e oSN carcasses, evaluating its potential as a contamination bioindicator of agrosystem amesas in the Lower
Potentially tosie slements Jaguaribe River basin, Ceard, northesstern Brazil. The elements As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pband Znweredatected
Agriculture inthe L. macnosErmum carcasses’ samples. There was no sig nificant difference in the concentrations of detected metals

Ceard by areastatug however, analysis of variance suggested that individuals had moreconstant exposune to Cu, Ni, Cd and
Phb in cultivated area status. The cluster analysis of chemicals indicated two optinal element groups, which proposed
different compounds from diverseorigins. Body index sgnificantlyinfluenced Mnand Ph, whilesexinfluenced Fe and
Pb accumulation. The results suggested that the L. macros srmum species is a conceivablelocal binindicator for environ-
mental potentially toic elements However, other tssues will be tested to improve their senstivity and validate their
capacity to be employed a8 a biomonitoring tool.

1. Introduction

In the last century, the advance of industrializition has resulted in envi-
ronmental contamination by organic, inorganic, radioactive, gaseous and
nanoparticulate chemical cmponents. Among the inorganic chemical com-
ponents stand out potentially toxic elements (formerly inaccurately re-
ferred to as “heavy memls”), whose current name refers mainly to metals
and metalloids contaminants that pose a toxdcological risk to the environ-
ment, animals and humans [1-3].

As part of the National Polution Discharge Eimination System, biomonitor-
ing programs have been developed, including the toxcity evalation of en-
demic organisms in populations from affected areas [4]. Environmental
bioindicators respond to contaminants as predictors of future damage to
their population,, ecos ystem and humans [5]. The contaminants’ concentra-
tion in the bioindicator tissues informs geographic and temporal disribu-
tion and their gradients and contamination droumstanees [6].

In ecotood cological monitaring, fish, birds and mammals were used as
general bioindicators for years. However, after amphibian populations
started to decline in the Americas, Europe and Australia, parameters of

* Coms=ponding author at: LAPS - NUROF - UFC, Av. Mister Hull 5/N, Caompus do Picl, Bloa 905, Fortales, Bradil.

Eomesl aeldbress: mo bertarsela fde br (R, da Rocla Braga).
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those general bioindicators did not seem reliable to extrapolate to ectother-
mic species. Thus, species from amphibian families Ambystomatidae,
Microhylidae, Hylidae, Ranidae and Bufonidae were evaluated as bio-
indicators, and these results were compared with those previcusly found
in fish species. A wide sensitivity vardation to organic and inorganic
contaminants was observed among amphibian species, revealing higher
lethal concentrations than in fish in most experiments [7].

In the last decade, researchers in several continents conducted ecologi-
cal studies on the accumulation of potentally tood ¢ elements in anuran tis-
sues, especially in mining and agriculture areas [8-14). In Brazil, some
studies on the accumulation and effect of potentially toxic elements in
wild anurans have been produced; however, only a few of them have
been published in peer-reviewed journals [15,16]. Liver, kidneys, and skel-
ctal muscle were most frequently tested, followed by long bones, skin and
intestine. In most shidies, those organs were analyzed separ ately; the entire
carcass was rarely tested [17].

The Jaguaribe River is animportant water source in northeastern Brazil,
with 610 km long and a basin with 76.000km” of area, It currently serves
more than 2 million users [18,19]. The Jaguaribe River basin is home to
the irrigated perimeters that boost the agricultural ecomomy in the region,
but it also concerns users for increasing the risks of environmental contam-
ination. Pesticides, hydrocarbons, and potentially toxc elements have
already been investigated and detected in the Jaguaribe Basin soils,
sediments, water and fishes [20]. In the Middle Jaguaribe River basin, a
recent survey revealed a relatively rich and diverse aniran fauna, with spe-
cles that may represent adequate regional bioindicators [21]. Leptodactylus
magrostemum is a medium-sized anuran, popularly known as “Miranda'’s
lipped frog”, abundant and widely distributed throughout Braeil and
South America, which has already been tested as a Lower Jaguaribe River
bioi ndicator [22].

The objective of this work was to quantify potentially toxic elements in
L moacostermimn carcasses, evaluating its potential as a contamination
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bicindicator of agrosystem areas in the Lower Jaguaribe River basin,
Ceard, northeastern Brazil.

2, Material and methods
2.1. Sty area

Tabuleiro do Norte (5'13'44"S 38°0725"W) is a municipality located in
Chapada do Apodi plate hill, in the Lower Jaguaribe River (LIR), Ceard,
Brazil (Fig. 1). It is an important i rigated agriculture hub on the borderline
between Ceard and Rio Grande do Norte states. The study area belongs to
the Caatinga, a semi-arid tropical morphoclimatic domain with an annual
average temperature and precipitation of 27 °C and 794 mm, respectively
[23]. Different sampling si tes were ageregated and dassified as “A0" (non-
cultivated areas; herbaceois and shrubby vegetation around water bodies;
S1 and 52 sampling sites) and “A1" (cultivated areas; commerdal cultures
of rice, beans, corn, and banana; 83 and 54 sampling sites).

2.2 Sampling collection and measurement

After a pilot expedition, Leptodoctylus mogosternum species (Fig, SI —
1) was selected as the object of study due to its size and abundance, wide
distribution throughout South America, and adaptation to anthropized en-
vironments [24,25]. The spedmens were manually collected at the end of
the rainy season in 2017 (May—June) and immediately transported in air-
filled plastic bags to a field laboratory assembled for this purpose. In the
laboratory, snoutvent length (SVL) and body mass were measured.

2.3, Euthanoga and conservation

(diluted in Ringer Solution) intracardiac injection [26,27]. After disse ction,
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Fig. 1. Brazil, Ceard, Tabuleiro do Norte municipality. Location of the study area.
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organs of interest were collected for parallel studies. The carcasses were
fixed in 1084 formaldehyde for 48-72 h and stored in 70% ethanal until
the preparation procedures for chernical analysis. Both formaldehy de and
ethand were diluted in dejoniaed water.

2.4, Carcasses preparation

In Academic Laboratory of Wildlife Pathology (LAPS-UFC), the car-
casses were removed from 70 ethanol, air-dried for 24-48 h, followed for
kiln drying at 60 = 5°Cfor 48-72 h, until constant weight. Each dry carciss
was crushed in a domestic blender (acrylic cup and stainless-steel blade)
and homogenized throughout a nylon sieve (1mm” mesh).

25, Sample preparation

Approxdmately 0.2 g of dry sample were transfered to 50 mL polypro-
pylene centrifuge tubes, and 3.0 mL of HNO; concentrate, previously puri-
fied in a distillation system below boiling point (DST-1000, Savillex, USA),
were added The mixture rested for 48 h for the pre-digestion. After that,
the samples were heated in a water bath at 95 = 5°C for 4 h. Finally, the
tubes were filled untl the marking of 35 mL with ultmpure water (resistiv-
ity equal to 18.2 M an), obtained from a water purification system (Mas-
ter System All, Gehaka, Bragil). The resulting solutions were stored under
refrigeration to determine As, Ca, Co, Cr, Cu, Gd, Fe, Mg, Mn, Ni, P, Pb, §
and Zn by mass spectrometry with inductively coupled plasma { ICP-MS).
The essential elements Ca, Mg, P and S were corrélated with potentially
toxd ¢ elements to investigate what tissues these had a higher affinity for.

26. Andlytical blank, limit of detection (LOD) and limit of quantfication (LOQ)

The analytical blanks were prepared and submitted to the same steps of
the sample preparation to control possible contamination from reagents or
handling. The concentrations of the analytical blanks were used to obtain
the LODs and LOQs, caleulated according to the National Institute of Me-
rology, Quality and Technology recommendations [28].

27, Accurncy evaluation

Two certified reference materials (CRMs) were analyzed to evaluate the
accuracy of the analytical method. The CRM REB-1 (bovine kidney) of the In-
stitute of Energy and Nuclear Research (IPEN) and the CEM TORT-3 (lob-
ster hepatopancreas) of the National Research Council - Canada (NRC)
‘were submitted to the same procedures of the samples. In short, the results
obtamed from CRMs anal ysis did not present significant d ifferences (Stu-
dent’s t-test, 90% confidence level) of the certified reference concentra-
tons.

2.8, Elementn] determination by ICP-MS

The samples were analyzed in triplicate in a mass spectrometer with
inductively coupled plasma (ICF-MS 7900, Agilent, Hachioji, Japan)
equipped with a collision cell to minimize speciral interference. The colli-
sion gas used was Helium in the following modes of analysis: [He], in
which He's flow was 5 mL/min, and [HHe], in which He's flow rate was
10 mL/min. The working ranges of the calibration curves ranged from 1
to 200 pg/L for Al, As, Cd, Co, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb and Zn, and from 100
to 5000 pg/L for Ca, Fe, Mg, P and 8 In addition to the calibration curve,
an internal standard (Y solution, 10 pg/L) was used to compensate matrix
effects and instrument drift. It is expected that the internal standard re-
spomse o be the same throughout the analysis. So, a mathematical correc-
tion factor is applied by dividing the analytical response of the calibration
standards or samples by the analytical response of the internal standard
for analytical signal correction. In this sense, the internal standard was
pumped in from a separate bottle during the analysis and mixed with the
samples using a “T" sam ple mixing, positoned after the peristaltic pump
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and before the nebulization system. Table SI-1 shows the main operating

2.9 Inchusion criteria

Adult individuals of both seees, whose body mass ranged from 14 o 65
g, were included. Individuals smaller than 14 g were excluded becuse they
would not reach the minimum mass for the anal ysis after being dried and
crushed. Out of the total number of collected individuals, 39.8% (41/
103) did not reach the final minimum mass for the I(P-MS, more than
half (27/41) coming from Al.

210 Datn analyds

Biometrics, gender, origin, and [CP-MS results data were organized ina
spreadsheet. The response vari ables were SVL, sex, and body index, while
area status and collection sites were explanatory variables, The ratio be-
tween SVL and mass defined body index. Analyte concentrations were
expressed inmeans * stemdard deviation. The concentrations in the differ-
ent area statuses were compared for the medians and variances by the
Wilcoxon and F tests. Principal component analysis (PCA) explored which
potential toxic elements were responsible for the higher concentration’s
variability in the studied individuals, To perform PCA, analyte mncentra-
tions were submitted to logarithmic transformation. Cluster anal ysis
grouped individuals into different categories, acoording to the FCAL Gener-
alized linear models (GLM) evaluated possible influences of the categories
on the concentrations of the analytes in the @reasses. Smtistical signifi-
cance was considered p = 0.05. Statistical analy ses were performed on soft-
ware R version 4.1.0[29].

211 Ethical aspects

The specimens were collected by SisBio/IBAMA License No. 58724-1.
Handling, transport, and euthanasia were evaluated and authorized by
CEUA-USP No. 4387250118,

3. Results

The final sample consisted of 63 individuals. Fig. SI-2 shows a signifi-
cant difference in sizes (SVL) (W = 637.5, pvalue = 0.0060 14) of the sam-
pled individuals between different area s tatuises.

The elements As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb and Zn were detected in
the L. magostemum reass samples, as shown in Fig 2.

Cr, Fe, Cu, Co, Ni, As, Cdand Pb presented significantly different vari-
ances by area status (Table SI-2). Lower variance values suggest samples
with more homogeneous and constant exposure. A higher variance may
be due to younger individuals (lower SVL/Jower weights) and therefore
lower exposure until the time of collection. F values higher than 1 show a
higher varianee in AD.

Fe, Co and As showed more homogeneity of concentrations (lower var-
iances) in AD, suggesting constant exposure and homogeneous population
in size and age group,

Cu, Mi, Cdand Pb showed lower variances and slightly higher medians
in Al

One sample revealed the highest concentrations of Cr (138,152.484
mg/kg), Mn (24,439 49% mg/kg), Fe (558,616.89 mg/kg), Co
(1411.087667 mg/kg) and As (80,385 mg/kg). These outlier values
represented twice to 60 times the detected chemicals concentration
average.

The correlations between analyses were classified as strong (=0.66],
moderate (0.34-0.65) and weak ( < 0.33) (Table §I-3). Significant correla-
tions were observed between Ca, P and Mg, which was expected since it
was the predominant analysis of bone tissues and skeletal muscle. The
stromgest significant correlations of Zn were with Mg, Ca and P; significant
correlations of lower strength were observed between Cr, Ni, Cu, As and Fh.
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The PCA (Fig. Ja) revealed that PC1 and PC2 accounted for 60.2% of the
dataset’s variability. Among the metals of the principal axes: Cr and Ni had
the highest cormelations with PC1 (43.0%), followed by Co, Feand As (42,9
to 36.1%); Pb had the highest corvelation with PC2 (61.5%), followed by Zn
and Mn (50.7 o 43.3%). Ellipses represent area statuses, confirming more
dispersed data in AD than A1,

The cluster analysis (Fig. 3b) indicated four optimal groups (clusters) of
individuals, according to the chemical element concentrations in tested tis-
sues, which would produce the macimum distance with the lowest intra-
group varianoe (Average Silhouette Width = 0.13). Most individuals accu-
mulated in cluster #2 (n = 31), followed by cluster #3 (n = 26), cluster #4
(n = 5], while an outlier individual was considered as cluster #1. The

results showed no perfect coind dence of affected indivi duals with arcasta-
tuses; however, clusters #2, 3 and 4 were predominantly influenced by PC1
(Cr, Ni, Co, Fe and As), at the same dme that the cluster #1 was essentially
influenced by PC2 (Fb, Zn and Mn).

The Cluster analysis of the principal axes PC1 and PC2 is represented in
Fig. 4 The dendrogram revealed the mrrelations between the most influential
elements in each principal axds, clustering them into their probable origins,

Regarding factors influence, the GLM revealed that the body index (BI)
of the individuals inversely influenced Mn and Pb concentrations; sex
inversely influenced Fe concentrations, and AD directly influenced As
concentrations (Table 1), In addiion, Body Caldum (BCa) concentration
negatively influenced Pb concentrations.
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4. Discussion

According to the comparative data available in indexed journals
(Table SI-4), amphibians as biomarkers of potentially taxic elements have
been popularized in the last ten years. [t was noticed that the concentrations

obtained in the current work are equivalent to most of the values for differ-
ent species of anurans reported in the literature [14-16,30-33].
Loumbourdis and Wray (1998) compared concentrations of Al Cr, Mn,
Co, Ni, Cu, Zn, Rb, Sr, Mo, Cd, Cs, Baand Pb between livers and carcasses of
Rana ridibunda from a river in an urban area in Macedonia. It was the only
work performed with whole carcasses, and the concentrations exceeded
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Table 1

GIM output showing alpha lower than 5% in the relatio nships between Mn, Fh, Fe
and Az and the influence factors in Lepodacndus macmostamum samples (Tabulero
do Norte, LIR, Ceard, Brazil).

Estirrme Std. Ermor tralue Pr{=t))
Mn
(Inenoept) G.58E-02 STOED3 10251 1.30E-14 ekl
El -1.03E-01 3.99E02 —2.582 00124 -
Sex - Male — 1. 40E-03 6.11E03 —0.229 08198
Aren status 4 B1E-Dd 615503 0.078 05383
Fb
(Inenoept) B.00E + DD 1358 + 00 6422 2 S0E-08 ekl
El —5.11E+{ 252E+00 —2.030 0047 -
Sex - Male 101E+ 00 435E01 2322 002384 -
Bla — 7 O2EDE 211E08 —-33M 000151 -
Fe
(Tnemeept) 3.69E-02 432E03 B549 7A2E-12 b
El —253E02 1.78E02 —l.422 0161
Sex - Male —ST1EO3 254E03 —2.254 0028 -
As
(Tnemeept) 0045901 0001982 25172 «2e-16 b
Aren status — 07573 000233 —2 582 0.0123 -

Signif. codes: 0 **** 0001 ** 0,01 *" 00570141

thase of other publicitons mentioned, including those of the arrrent study.
They found significantly higher Al Mn, St and Ba values in carcasses, and
Cr, Co, Ni, Cu, Mo and Cd in livers. Zn, Rb, Cs and Pb showed no significant
difference between the two tssues [17].

Cr, Mn, Cu, Fe, Co, Ni, Zn, Cd and Pb have already been detected and
quantified in LIR soils and water (Table SE5) [34,35].

M, Fe and Zn ame microminerals essential to animal metabalism. How-
ever, overexposure to Mn causes systemic toxdcosis atdifferent stages of de-
velopment. 1ts main accumulation sites are bones, liver, kdneys, pancreas,
adrenals, and pituitary, Mn toxdcity targets the brain, followed by the heart
and liver [36]. The conantrations quantified in the current study may also
concern the accumulation in nervous tissue since entire carcasses, including
brain and spinal cord, were used in the analysis,

The highest Fe concentrations are found in the liver, spleen, and bone
marrow; toxdcity manifests in the digestive tract, liver and myocardium
when Fe exceeds the ionic binding capacity of the target organs. Free Fe
ons cause acidative damage, including the development of neurodegener-
ative diseases. Influence factors of Fe absorption include age and health sta-
tis of the individual, di gestive tract conditions, amount and chemical form
of Fe, and other diet components, [37,38].

Zn is one of the most frequent metals in the Earth's crust, present
in water, soil and air. Its commercial uses include ant exidant solutions,
dry batteries, brass and bronze production, paints, rubber, dyes, wood
preservatives and ointments [37]. According to Gupta (2007), Znis an
essential microelement of vertebrate metabolism, participates in the
composition of more than 200 enzymes. Clinical signs of Zn toxicosis
include hypercreatinemnia, azotemia, hyperphos phataemia, and granular
cylindruria. Pancreatitis, arthritis, and acute renal failure are also reported
[38]. Pathological findings include hepatic necrosis, acite tubular necrosis,
interstitial nephritis, coagulopathies, and, in cases of chronic ingestion,
sideroblastic anemia and myelodysplastic syndrome [39]. Zn average con-
centrations of 2220 + 1.51 mg/kgin liver and 7.02 + 0,24 mg/kgin mus-
cle (significantly higher than the control area samples) were detected in
adult Pdophylo ridibundis anirans in polhited rivers in Bulgaria, for a con-
centration of 58 pg/L of Zn in it [40]. The concentrations found in
L macrosternum carcasses of the current study represented about five
times the hepatic accumulation and fifieen times the muscle accumulation
observed in the anurans of Bulgaria, suggesting a higher environmental
concentration of Zn or longer exposure time of samples.

As is a ubiquitous metalloid, available in organic and inorganic forms, It
is used to produce insecticides, herbicidis, and fertilizers, and is tede for
humans and animals. It slowly accumulates in the Hver, being distributed
to the spleen, kidneys, and lungs afterwards, In chronic exposure, it can
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be stored in bones and keratinized skin [38]. This information reveals
that the As detected and quantified in L. macrostermum from LIR is likely a
chronic contaminant in the region, since it was detected in carcasses,
Bones, muscle, connective tissue and skin.

Cr, Co, Ni, Cu, Cd and Pb accumulated in L. macrosternum samples were
lower than all (or almost all) references in amphibians in the last decade.
The current envirommental concentrations were possibly inferior to those
from other places mentioned in the literature; however, it is remarkable
to remind that the present results were due to the analysis of mixed tissues
(bones, musdes, skin) and were companed with concentrabions in miscle
only. Another relevant issue is the differential potentially wode elements’ ac-
cumiulation in tissues by biochemical affinity. The correlation matrix
showed that Zn, Cr, Ni, Cu, As and Fb had strong to moderate affinity for
the structural Mg, P and Ca in carcasses. According to Swaminathan
(2003}, 60% of organic Mg are found in the bones and 20% in skeletal mus-
cles [41]. Thus, the carcass would be suitable for studying elements with
broad arganic affinity, such as Pb, or with selective affinity for carcass tis-
sues, such as Cr, Mn, Zn and As [38,42]. Bones and muscles do not accumu-
late high concentrations of Cd [38]. Ni has rapid metabolic clearance;
therefore, it accumulates less in most tissues exoept the lungs [43].

The contam ination by potentially tosde elements in the LIR ird gated pe-
rimeter may originate from fertilizer and pesticide formulations, Acording
to Gimeno-Garcia et al. (1996), Cd, Co, Cuand Zn were observed as impu-
rities of phosphate fertilizers; Pb and Ni as impurities from Fe and Cu salts.
In pesticides, Fe, Mn, Zn, Pb, Ni, Cd and Co were detected in bentiocarb
(Saturn GB) and molinate (Ordram®), herbicides for rhizoculture, and
propineb (Antracol®), an organic fungid de of boad-spectrum [44]. How-
ever, the Jaguaribe Valley has tremendows economic potential also in the
industrial sector. Development processes led to the swelling of urban cen-
ters, disorderly occupation of urban soils, and excessive solid waste produc-
tion, with consequent pollution of water resources by the domestic, hospital
and industrial effluents without adequate reatment [23,45].

Concerning PCA, as PC1 and PC2 together accounted for 60.2% of quan-
tified chemical elements concentrations variance. The other principal com-
ponent axes were not considered in the discussion, as they acounted for
smaller amounts of variance.

The PC1 ads dendrogram revealed metal clusters most likely from the
same origin, The Fe-Co-Cr-Ni cluster was linked to the same origin as the
previous one. It contained metals that are used in metallurgy, batteries,
and mdustrial manufacture [46,47]. Farthest from the terminals already
mentoned, the Zn-Pb-Mn-Cd cluster mmprised common origin sources,
such as metallurgic processes, metal alloys, batteries, sealants, and pig-
ments [48]. These findings might be justified by several small and
medium-size metallurgical and textile companies in the Jaguaribe Valey
region, including the collection sites surroundings. Implementing the
Jaguaribe Valley industrial metal mechanical pole will formalize and
boost this sector [49,50], ncreasing environmental contamination poten-
tial. Low-tech techniques are used for clandestine mining and ceramics pro-
duction in the region, especially in the Tabuleiro do Norte municipality. It
contributes to the erosion and pollution of soils and groundwater [51].
Due to the high adsorptive capacity, limestone rocks contain varying levels
of poténtially toxic elements, according to the adjacent geological
formation, which can generate environmental contamination through the
distribution of extracted products, such as through the dredging for soil
correction [52]. According to the Government of the State of Ceard,
clandestine and predatory mining in the Jaguaribe Valley is a worrying
environmental issue [23].

Acrording to the GLM output, Mn and Pb accumulation influenced body
index, showing highest weight carcasses had the highest accumulations.
The finding was compatible with Lombourdis & Wray (1998) [17]. Mineral
deficiency and a high-fat diet can increase Pb absorption by 7 to 20 times.
Young individuals absorb high Mn and Pb amounts through the digestive
route, Ca deficiency allows increased Pb absorption [36,38]. Mn and Pb
had positive correlations of lower strength with the structural Mg, which
GLM also showed. Early chronic exposure of young individuals may justi fy
these correlations, Anurans absorb most Ca through the sking therefore,
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dermatopathies can alter this process [53]. Mn may come from natural
sourees such as soil erosion or anthropogenic sources such as metallurgical
activities and dry batteries, glass, leather, textiles, and fertilizers man u-
facturing. Other anthropogenic sources are the Mn added fuels burning,
road dust suspension, quarries, construction and agriculture. Metall urgy
and steel are the primary sources of air pollution by Mn [54].

In LJR surface soils, the Mn mneentrations ranged from 124.6 tw 349.9
mg/kg [34]. Decomposing soils, rocks and plants are natural sources of
environmental Mn deposition. However, potential sources of anthropic
contamination include mining (MnO;), dry batteres manufacturing,
foundries, sbeel, contrast solutions for medical diagnosis, water purifiers
and pesticide production [36]. Fe concentrations were higher in male
than in female carcasses since males have higher musde load [55]. Fecon-
centrations in subsurface LIR soils reached 25,000 mg/kg. In the present
study, Fe concentrations in L. macmsternum carcasses reached a maximum
of 48 mg/kg; however, liver, spleen and bone marrow analyses could
reach values up to 200 times higher than these [30]. As concentrations
were higher in noncultivated areas and may be related to its natural geo-
chermi cal distribution in that region [56]. In a wide-ranging literature re-
view, Shaji et al. (2020) showed the As importance as a groundwater
contaminant, reported on all continents, Natural contamination sources in-
clude voleanic and sedimentary rocks, but anthropogenic mining, oil and
coal exploration have contributed more [57]. The As spread in groundwa-
ter oocurs through biogeochemical processes. Frizzo (2006) coordinated a
metal contamination survey in public supply waters in Ceard (Braeil), find-
ing a value of 0.01 mg/L of Asin 44 groundwater samples in the state [58].
Teixeira Filho (2016) did not find As detectable values in LR soils [34],
which refers to a possible focal anthropogenic contamination at the collec-
ton sites of the arment work,

5. Conclusions

Potentially toxic elements detection and quantification in native L.
macrosternum carcasses from Tabuleiro do Norte, LIR, were satisfactory
in the present study. Cr, Co, Ni, Cu, Cd and Pb detected concentrations
were lower than almost those referenced in similar studies in the last
ten years, Nevertheless, it should be considered that present mixed tis-
sues analysis was compared with reported accumulation in muscle tis-
sue only, Fe, Co and As concentrations showed more homogeneity in
noncultivated areas, while Cu, Ni, Cd and Pb showed more homoge-
neous values in cultivated areas; itsuggested constant exposure and or
homogeneous size/age group exposure and different contamination
sources between the two area statuses. One sample revealed outlier con-
centrationsof Cr, Mn, Fe, Co and As, The individual was from non cultd-
vated areas. These values represented up to 60 tmes the detected
chemicals concentration average. It was interpreted as a focal source
of contamination, like batteries or metallurgy wastes, The element Zn
presented the highest, while Gd and Co presented the lowest affinities
for the structural carcasses elements, Most of the analyzed individuals
were classified under the most significant influence of Co, Zn, Fe and
Fh, likely from two distinet sourees. Males with the lowest body indexes
and Ca structural concentrations were more affected by the Pbaccumu-
lation. Despite these findings, no significant influence of commercial
cultivation areas was observed on the accumulation of the potentially
toxic elements in the analyzed specimens. Diffusion of chemical
contaminants to more distant regions by wind and water should be
cogitated.

The results suggested that the L. macrosternum spedes is a conceivable
local bivindicator for envirenmental potentially toxde elements. However,
other tissues should be used to measure specific elements bioaccumulation,

In the current study, possible limiting for the complete evaluation of L
macrostermium as anenvironmental bioindicator of the Jaguaribe River Val-
ley included no simultaneows chemical quantification oflocal soils and wa-
ters, and some aspeds of the methodology, such as the evaluabed tssues,
their previows conservation in formaldehyde, and sample preparation tech-
TS

B hesmistry and gy 4 (2022) 124-131

Declaration of Competing Interest

The authors declared no potential conflicts of interest conoerning the re-
search, authorship or publication of this article.

Acknowledgements

The authors would like to thank CNPq (402241 ,/2016-9) and Dr. Paulo
Cascon for funding for field collections; Dr. Wladiana Matos, Lucs Fonse,
Lauren Ramos and Giovana Rocha, from DQAFRQ-UFC, for their generous
assistance during pilot experiments; UFABC for the expertise and facili des
to perform the chemical analysis; VPT-FMVE-USP (AUXPE-PROEX 1024/
2019) for supplies for chemical analysis.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at hitps:// doi.
org/1011016/j.enceco 2022.02.003,

References

[1] JH. Duffus, “Heavy metak™ - a memingls tem? (UPAC technical repart), Pure Appl
Chem . 74 { AW03) 793807, hipe/ fdod arg 101351,/ 00T 4050793

[2] O Paurret, A Hursthouse, It time & replacs the term “hesvy metaks ™ with * potentially
toode e lements” when reporting envimmnmental mearch, e J. Environ. Res. Pulblic
Health 16 (20159) hitps://doi_org/10.3330/jerph1 622446,

[3 L Briffa, E. Sinagra, B Bhindel, Hesvy metal pollution in the enviromment and their
toxicological effects an hanans, Heliyon, § (2020) 691, hitpe//doiorg/10.1 016/
jhelivomn AO0.L04691 .

[4] US. Enviranmental Pratection Agency, Technical Suppont Document for Water Quality-
Bagen] Tomics Controd (USEPA], Office of W ater Regulation and Standards, Ery ironsmen-
tal Profection Agency, Washington, D.C, 1591 EPA/S05/2-50-001.

[H M.E Melaneon, Bioindicators of contaminant exposure and effsct in setic and temes.
‘trial monitoring, n: I Hoflman, BA. Rattner, G.A Burtan Jr, J. Cairns Jr. [Bds.),
Handb. Eavtosd ool 2nd Edlewis Publisers, Boca Faton 2003, p. 1250

[6] W.N. Beyer, LP. Meador, Fnviromnental Contaminants in Biota: lnterpreting Tissue
Comoentrations, (RC Press, Boca Ratan, 2011

[7] Dul. Holfmem, Wildlike toodcity testing, in: D.L Hoflman, B A, Ratner, GA. Burton, J.
Cairms (Eds.), Hanedb. Extosdon, Lewis Publisers, Boca Raton 2003, pp. 257-27E

[8] ME Jofré, BLL Antdn, E. Caviedes- Vidal Tead and cadmiom acummulation in amran
amphibizans of a permement water body in arid Midwesem Argentina, Environ, Sei
Polliit. Bes. 1% (A012) 2889-2857, https://dol_org/ 10,1007 /511 356 012-0795-2.

[9] W. Adlassnig, 5. AG er, M. Puschenreiter, A. Horvath, M. Koller-
Pemutka, A in Metal-C Habitats, 49, 2013 149-158htiyz //
wevw. silamanda jrmLeom,

[10] K. Dmowski, M. Rom, J. Kowalsay, B. Krsmode bk Ostrega, Thallium in s, juve
nilés, anad adult comuman toads (Bufo buf) living in the vicinity of a zinem ining com-
plex, Poland, Environ. Monit. Asess. 187 (2015) httpe/ fdolorg/ 100 1007/510661-
0144141-7.

[11] MO Prokié, 5.5 Barkowvid Mitié, LI Krimmanié, L1 Mutié, LD Trifkouié, 1P, Gavrié,
5.6 Despataonil, BB Gavrillovit, TE Radovanovié, 5Z. Pavlovid Z5. Saidié, Bioaocu-
midation aned effects of metals on oxidative stres amd newrsEsdeity parners in the
frogs from the Relophylor sarkentis complex, Ecotaxicology. 25 (2016) 1531-1542,
Tt/ org/ 10,1007 /5 106-46-016-1707

[12] P.Singh, M. Dey, SN. Ramanijam, Bioaceunmlation of heavy metal in anurm tad-
poles a study in Barak Valley, Asam. Int. J. Aquat Biol (2016) https=//doi arg/10.
12544/ 0WE 11.1.35.

[13] TS. Kuiwa, CE Minh, DS. Abdude, N. Lawal, M. Aminu, Determination of heavy
metals in Hoplobasachers aceipinlis (erowned bullbogs) and watter from some meervoirs
in Kadswa irrigation project Kano, Nigeria, J. Appl. Sei. Environ. Manag. 23 (2000)
2131, https//doiorg 104314, asem V231 28

[14] P. Thmonesmgad, B Tengjamenkul, M. Sriuttha, L Nesratumpham, Heavy metlacu-
mrlation in frogs summding am e weste dummp site and luman health risk asesment,
Hum. Ecol Risk Assest AnInt. J. 26 (2020) 1313-1328, https/) daiorg/10. 1080/
10807035 2015 15751 81.

[15] L. Comeia, 5 Siqueira Hnior, PLES. Cameiro, MA. Bezerm, Evaluation of the use of
Leptodaelin ocdkatis (anurr Leptodactylidas) frog tissues & bisindicator of metal con-
tamimtion in cmtas river, nontheastem Brazil, An. Acxl Bras. Clenc, 86 (2014)
1545-1561, https//doi org/10.1590,0001- 65201 4201 30357,

[16] LI Zocche, LA. Da Silva, A P. Damiani, RA. Mendonga, P.E. Peres, CEL Des S, U
Debostian, JF. Dizs, V.M De Andrade, B_A. Finho, Hexnnymetal content and ocidative
damsage in Hypsiboas fiber the impmct of coal mining pal hetants on i, Arch.
Environ. Contam. Toxicol 66 (214) 65-77, httpe //doi org /101007 /s0d244-013-
fes 8

[17] N. Lovan bowrdis, D. Wiary, Hesvy metal concentrationin the frog Rone ddburefa froma
small river of Maedonia, Northem Greece, Environ. Int 24 (1958 427-431.

[18] LA Gatto, Disgndstios ambiental da bacia do Rio Jaguaribe, Instituto Brasleino de
Geografia e Estatistica, Salvadar, 1959, hitps//biblisteca ibge govbr Avisualizacas
livres AiveS7EE padi

163



R da Rocha Bragn etal

[1%]

(2]

[21]

CEARA, Assembleia Legislativa, Caderno megional dy subbacia do Médio Jaguaribe,
INESF, Fortalers, Z000. hitp: //portal cogerh com br/wp-cntent /uploads; 201 8/09/7
ey Midelien Jayrreari b pelf

EE. Braga, ER. Matushima, Jaguaribe Valley: a threstened oo in the braoilian semi-
arid region - systemstic review on environmental contamination and potential hasard
to the besin and its users, Rev. Geociic. Nordeste. 7 (3021) 24-34, httpe/ idoi_org,
10216802447 - 3359 2021 v 72 D24607.

Dol Santurm, 5 Mangis, RR. da Silveira- Filho, LC da Silva Bamos, 1L Andmde, MLF.
Napoli, F. Jund, AA Gards, Anurans from the middle Jaguaribe River region, Caard
state, Northesstern Brazil, Biota Neotrap. 15 {2015) hiips doiong,10.1550,/1676
0603201 5001715

PM Gondim, JFM Radrigues, P. Casaon, A ing v and ar

indices in amuran populstions in agricultural envirarments in semiand Broil,
Herpetol Comtery. Bial. 15 (20620) 354-366.

Ceardl, Secretaria de GestSo e Phmejamento, T buleim do Norte - Perfil Basico Munidml,
Fortakers, 2016, hitps //www ipece.ce gov.br v conent Auploads/sies 45201809/
Taluileires dhos Newrtes 201 6. pell.

I D La Riva, B Makl loy, First record of L factybe omllans 1758)
(Amphibia, Anu, L kel in Balivia and comuments on related species, 197
(1556 153-157.

DM Earges-Nojosa, P. Caseon, Herpetfaum da Srea mservada serra das Almes, Ceard,
in: F. Araiije, M. Rodal, M. Barboes (Eds ), Archlise Das Variaghes Do Biod versidade do
Bioma Caatinga, Minstério do Meio Ambiente, Braslia 2005, mp. 243-258.

Birsil, Ti da Préttica de do CONCEA, Ministériode Cigncia, Tecnologia
& Inovagio, Conselho Kacional de Controle de Fper imentagio Animal, rosi, b/
antiga.metic gov. br/motic/ex port site s ine tituci onal/institicional/oonces/ s uivas/
legislac s/ resol wooes, normativas /Anes o Resol weso-Rormotiva-ne 37 Diretriz-da-
Pratica de Eutameasia gite-conoes pdf 2013,

F. Chatigny, C. Kamunds, CM. Creighton, FTL Stevens, Uses and doses of kical ames
thetics in fish, amphibians, and reptiles, 1 Am_ Assoc. Lab Anim 5ci. 56 (2017)
244-253 o doi/ 1491 324 ISTES.

Tnsti tuto Kacional de Metralogia, Qumlidasde e Tecnodogia (TNMETRO), Guidanes in'Val-
idation of Analytical Methods (in Portuguess), http// www. inm etro_gov. b /Sidog/
Arquives ACGCRIY O Q/DOC- CGCRE§ 06 pdf 2016.

B.Core Team, B A Lang far el O ity /woww.
rject org/ 2021
S M Mamjues, 5.C Antunes, B. Nunes, F. Gongalves, R Pereira, Amtioidant responss

amd metal accum uation in tisues of Therian green frogs (Pdophyl ar peresd) inhabiting
2 denctivated yranivm mine, Eeotecicology. 20 (2011) 1315-1377, hiipe /ol org/
10,1007 /51064601 1-D688-2.

LE Taiwo, AN. Henry, AP. Imbufe, 0.0, Adetom, Heny metal bisacamlation and
biomarkers of oxidative stress in the wild African tiger frog, Hopbbasradhus oacipinlis,
B (2014) 6-15, hittps//dol org/ 105897 /AJESTZ013.

LT Qureshi, 7. Kashif, MUZ. Hasghomi, X Su, BN, Malik, K. Ullah, J. By, M. Dawoad, As.
sezmment of hesvy metaksand metloid in tisues of two frog species: Ram tigring and
Fuphlyeric qyanephiyesis from indimtrial dty Sialkot, Pakistin, Environ. Sei Polut. Res
22 (2015) 1415714168, hitps://dal org/10.1007,/51 1356-01 5-K54-2.

ML Prokid, 5.5 Borkowié- Mitd, LL Krizmomié, LI Mutié, 1D, Trifkowié, JP. Gawrid,
5. Despotowié, BR. Gavwilowié, T B Fadovemonié, 5.2 Pavlovié, Z8. Sailié, Bioacow
miulation and effects of metals on oxidative stres and newoloxcity prameters in the
frogs from the Pelyphydor ssculempie complex, Ecomadeology. 25 (2016) 1531-1542,
hitpe 7 dovi g /1 0. 1007 /51 0646 016-1707-x.

CD. Teixeira Filho, Teors de metais peodos em alguns solos do estado do Ceard,
Universidade Federal do Ceard, 2016, hitpe /v repositorio.ufe. brhandle/riufes
2163

M.ES Nobre, DF. Gomes, S MS. Vasconcelos, H Frischkarn, 1O, Lima Neto, S K.
Ferreir, DP. Sowa, Hydrochemicalem ironmental stuly of the low Jaguaribe alluvial
aquifer, Taigaba - Ceard, Rev. Do Inst. Geol. 39 { J0LE) 77-92, hitpe/ /ol org/10.
33958 frevigv3%ila0l.

51 O'Neal, W. Theng, Mangansse toodcity upon overexposure: a decade in meview,
Curr. Envirn, Heal. Reports. 2 (2015) 315-328, hips //doiorg /10,1007 /340572
015-0056-%

Mational Center fr Biotechnology Information (NCBT), PubChem Flement Summany for
Metals, hape, pubchem ndsi nlmondhe govy Squeny = metals 2021,

RLC. Gupta, Veterinary Toxcology: Basicand Qlinical Principals, 191 ed . Academic Pres,
San Diego, 2007.

131

[39]

[40]

(411

[4z]

[43]

[44]

[45]

(48]

471

[48]

(451

[50]

[51]

[s2]

53]

[54]

[55]

[56]

[571

58]

Brvironimesl Chesristry and Ecow xicology 4 (2022) 124-131

UM Agnew, TL Slesinger, Zine tesicity, StatPesrle [Intemet], StaiPesrls Publishing,
Treasure Isdand, 2021 haps/ S wwve nebinlmonih oy Sooks N EES 34548,

ZM. Thelev, DN. Amaudova, G5 Popgeorgiey, 5.V. Tsoney, b ity sssesment of
health status and hesvy metal biscoamulation of adult Paophydar ddiem e (Anure
Banidae ) individuaks inhabiting polluted arss in southem Bulgara, Feol. Indic. 115
(2000 106413 hitpe// dod org /10101 6/ emlind H020.106413.

B Swaminathan, Magnesium metabelgm and it disordes, Qin. Biochem. Rev. 24
(2007) 47-66. hap:/wwwe nehinlm nih gov/pubmed IBSSR054.

V. Benckn, EY L Foong, The history of amsenical pesticides and health risks related to
the iseof Agent Blie, Ann. Agric. Environ. Med. 24 (2017) 312-316, hitps-//dai srg/
10 26444 e/ TAT 1S

B Fisler, Nicke] Hamands to Fish, Wildlife, aned Invertebrates < A Synoptic Review, Lau-
el hatpe/fwwwpwre usga gov feider/ CHR, 34 Nickel pf 1998

E. Gim en- Gareda, V. Andreu, B Boluda, Heavy metak incidence in the application of
inorganic fertilizers and pesticides to rice famming sois, Environ. Pollut 2 (1996)
19-25, httye://doi org/10.1016,/0260- 7491 (S5H000-9.

JHER. Andrade, TR De M. Alves, A problemitica da dispaticio final dos residuos
silidos na regido do Vale Do Jaguaribe : um olhar sobre o CGIRSV, 1T Congr. Sul-
Americine Residuos S6lidas & Susemtabilidade, IBEAS, Fa do Iguagu 2019, pp. 1-7-
Tt v, ibeet sirg b feonnmed frmres ol 301 9TV 144 pdf.

S Remwadeh, MB. Hosssineadeh, LG. Raith, M Moayyed, Mineral chemistry and
phome melations of Co-Ni arsenides and sulfarsenides from the Baycheh Bagh depait,
Zamjan provines, Iram, Ore Geol Rev. 127 (2020), 103836http://doiog 101016/,
omegeomey 00 103836

AR El-Sayed, HS. Mohram, M Abd El-Latesf, Cormeion study of xine, nickel, and
zine-nickel alloys in alkaling solitions by Tafel plot and impedance tedmidques, Metall
Mater. Trans. A. 43 (2012) 615-632, httpe://dol org/ 101007 /511661 -011 L5084
PE. Techoumvow, C.G. Yedjow, AK. Patlally, DUL. Sutton, Hesny metal tosdeity and the
environment, X5, 101 (2012 133-164, https/ /dai org/10. 1007 /578-3-7643-8340-
46

AD. Lins, Palo de Inovacio terd foco no Baixo Jaguaribe, Didro Do Nond. (2013)
e/ diariadonardeste. verdesmar e com _br/negocios /palo-de-inavacao tera-foco-
- I g e 1 ATBBET.

L. Fak3o, Govemo do Ceard insugum infraetrutum do Polo Metalmeednico de
Tabuleim do Norte mrm fortilecer o setor @ gerar empregos, Didrio Do Mond. (2021)
Tettpe /v cea ragov br/ D001 D9 A gorvernd-do-cea mr inaigims-infraestnitira.do-
el et atbm escamien chetabudes my-chomortes prars- fortal ecero-setor & ger ar- empregos,.
AF. Pantalena, LP. Maia, Marcas da agio antripica na histdra am biental do Rio
Jagiumribe, Coard, Brasl, Rev. Gestio Costeira Integr. 14 (2014) 455468, hps:/fdod
org/ 105894 /rgad 431,

AP. Soares, O.LS. Weber, 0. Expirito Samto, Metais pecdos em calcirios do estado de
Mate Groso, Geociencias. 34 (2015) 465-474. htige// www ppegen igeusp. br/indes.
PhpGEOSE articls /view/B991/B255.

GM. Ferrie, V. Alford, J. Atkinson, E Baitchman, D. Barber, W5 Elamer, G
Crawshaw, A. Danesult, E Dierenfeld, M. Finke, G. Fleming, R. Gagliardo, EA.
Hoffman, W. Karasov, K. Klasing, E. Koutsos, J. Lankion, SR Lavin, A Lentind, &
Livingston, B. Lock, T. Mason, A Mecoml, C Momis, AP, Pessier, F. Oles Popellay, T.
Probst, © Rodrigues, K Schad, K Semmen, J. Sincage, M_A_ Stamper, J. Steinmetz, K
Sullivan, 5. Terrell, N. Wertan, CUJ. Wheston, B. Wilson, EV. Valdes, Nutrition and
health in amphilian husbandry, Zoo Biol 33 (2014) 485501, hitps://doi.org /10,
1002 A0 21 180,

Workl Health Organiztion (WHO), Manganese, Air Quality Guidedines, Znd ed WHO,
Compenhagen 00, pp 154-156. hrpe/ Awvw eurawho.int/_daa/amers pdf file/
D003 ZH7E/AQGIAED 6 BVangamese pd.

M. Yekta, DG Bladklbum, Sexual dimorphism in mas amd protein content of the fore-
limb miscles of the northern leopard frog, Rana pipims, Can. J. Zool. 70 (1552)
670674, haps//doiorg /10.1139402-100.

BO. Cabulo, Al geoquimics do Cerd, Ministério de Minas @ Energia, CFRM, Servico
Geokigico do Brasi, Rio de Janeim, 2016, https://rigen cprmg ov e /bt tream Ao/
1BI5S,/T ke, geoq cesra pdf.

E.Shaji, M. Sanish, K.V. Samth, P. Palesh, V. Deepohand, BV. Divys, Amenic amtam-
imtion of groundwater: a global synopis with focus on the Indisn peninsula, Gemel
Front. 12 (2021) 101075, https,//doi org,10. 1016, g5 200008015,

5.1, Frizeo, Elementes quimicos (metais pessdos) em Sguss de sbasteciment piblicons
Estado do Ceard, Fortalesa, hitps:/rigeo cprmgoy b/l uihandle/doc/ 10014 2006
Aoz i Maw. 2, 2021,

164



