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RESUMO

A atrazina e o glifosato estdo entre os herbicidas mais vendidos no Brasil e ja foram
detectados em aguas superficiais e subterraneas, estando entre os principais poluentes dos
ecossistemas aquaticos que atingem organismos ndo-alvo. Nas pesquisas ecologicas, a
contagem de nimeros de leucocitos auxilia no estudo de respostas dos vertebrados quando
expostos ao estresse. Desta forma, a investigacdo de como anfibios reagem a mudangas
naturais ou induzidas, como a introdu¢do de agrotoxicos em seus habitats, ¢ importante para
verificar possiveis declinios populacionais. Sendo assim, foi testado se o uso dos agrotoxicos
glifosato e atrazina podem interferir no nimero diferencial de leucécitos, com o objetivo de
verificar se essa andlise pode ser utilizada como biomarcador para repostas imunologicas.
Para isso, foi feita a avaliagdo dos efeitos causados pela exposi¢do cronica aos herbicidas
medindo as altera¢des no perfil de leucécitos em girinos de Boana faber em condigdes de
laboratdrio e em seguida feita a comparacao entre os resultados dos dois herbicidas. Para os
ensaios cronicos, os girinos foram submetidos a doses de atrazina e glifosato permitidos pela
legislacdo brasileira e em concentragdes encontradas em aguas ambientais naturais, entre 2 e
240 pg a.e/L de atrazina e 65 ¢ 1000 pg a.e/L de glifosato, por sete dias. Posteriormente,
foram retirados 10 pL sangue através de pungdo cardiaca de 10 girinos de cada tratamento,
logo apés a eutandsia, onde cada amostra de sangue foi depositada em uma lamina, fixada e
corada para a realizagdo da contagem de 100 leucdcitos utilizando microscopia Optica sob
lente objetiva 100x. Os girinos expostos a formulagdo comercial de atrazina e glifosato
apresentaram diferencas nos leucocitos. No sangue dos girinos em tratamentos com atrazina
ocorreu um aumento nos linfdcitos, eosindfilos, mas diminui¢do nos basoéfilos. Os expostos a
Glifosato apresentaram maior nimero de linfocitos, mondcitos e neutrofilos e menor de
basofilos. As proporgdes de neutrofilos/linfécitos tenderam a aumentar somente nas duas
concentragcdes mais altas de glifosato. A exposi¢ao a atrazina e especialmente a glifosato
afetaram o perfil leucocitario, sugerindo ajustes nos pardmetros como forma de aumentar o
numero de linfocitos e eosindfilos e diminuindo os outros leucocitos indicando um aumento
geral na suscetibilidade do animal as mudangas ambientais com reducao da defesa celular do

organismo, indicando que este método pode ser utilizado como biomarcador.

Palavras-chave: Anfibios; Glifosato; Atrazina; Leucocitos.



ABSTRACT

Atrazine is among the most polluting organisms and the main target ecosystems among the
organisms that affect the main ones have already been found in water. In ecological research,
a count of leukocyte numbers aids in the study of vertebrate responses when exposed to stress.
In this way, an investigation of how amphibians react to natural or induced changes, such as
the introduction of pesticides in their habitats, is important to verify possible population
declines. Therefore, the use of glyphosate and atrazine pesticides was tested, which can
interfere with the number of leukocytes, in order to verify whether this analysis can be used as
a differential biomarker for immune responses. For this, an evaluation of the effects of
devices produced by chronic exposure was carried out as a change in the leukocyte profile
under laboratory conditions and then a comparison was made between the results of the two
herbicides. For the Brazilian natural trials, between the doses of natural tadpoles and
glyphosate allowed by Brazilian legislation, between 2 and 2 and 65 and 1000 pg a.e/L of
glyphosate, per. seven days. Subsequently, 10 pL of cardiac puncture blood were taken from
each use, the euthanized treatment was removed, where blood samples were taken, after 10
pL, after blood collection, and stained to perform the 10 otic leukocyte count, after blood
collection, after blood collection from 10 optics, under lens, under lens. 100x objective. The
tadpoles a commercial formulation of exposure and glyphs showed differences in leukocytes.
In the blood of gyrons treated with atrazine there was an increase in lymphocytes, eosinophils,
but an increase in basophils. Those exposed to glyphosate had a higher number of
lymphocytes, monocytes and neutrophils and a lower number of basophils.
Neutrophil/lymphocyte ratios tend to increase only in the two with the highest glyphosate. An
exposure to reduction of cells and especially a reduction of cells to a prominent profile,
suggesting configurations of leukocytes as a form of increase or number of lymphocytes and
the other leukocytes indicating an increase in the susceptibility of the animal to environmental
changes with the defense of the organism, indicating that this method can be used as a

biomarker.

Keywords: Amphibians; glyphosate; Atrazine; leukocytes.
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1. INTRODUCAO

A ecotoxicologia ¢ uma ferramenta onde, através de organismos bioindicadores, sao
realizadas avaliagdes da toxicidade de compostos e substancias (POMPEO et al., 2015). Pode
ser realizada antecipadamente & um evento contaminante para apurar os efeitos da introdugao
de substancias ou posteriormente, para investigar os efeitos adversos das substancias sobre o
meio ambiente (MAGALHAES; FILHO, 2008). Durante os testes podem ser analisadas a
morfologia (NOVO, 2012), malforma¢des (HEREK, 2017), a mortalidade, a natalidade, o
crescimento e a taxa de alimentacdo, dependendo da finalidade (POMPEO et al., 2015)
levando em conta as intera¢des fisico-quimicas e bioldgicas com o ambiente quando in situ

(MAGALHAES; FILHO, 2008).

Estes resultados de estudos toxicologicos podem ter a sua utilizagdio no
acompanhamento das condigdes ambientais ¢ em tomadas de decisdes como auxiliador ao
controle de impactos ocasionados por atividades possivelmente poluidoras (MAGALHAES;
FILHO, 2008; POMPEO et al., 2015). A anélise eco toxicologica é uma ferramenta que pode
ser utilizada também para avaliar os impactos do uso de agrotoxicos em espécies que nao sao

alvo dos produtos (SILVA et al., 2013).

Os bioindicadores sdo aqueles organismos ou comunidades de organismos que
respondem de alguma forma as mudancgas de condi¢des do ambiente, indicando com reacdes
bioquimicas, morfoldgicas ou fisiologicas (NOVO, 2012). Os anfibios sdo bons indicadores
de polui¢do ambiental, uma vez que possuem pele semipermeavel e vida com fases aquatica e
terrestre (REINIER et al., 2009). A pele ¢ via de absor¢ao e também da perda de agua em
anfibios e tem uma permeabilidade alta, maior do que a adsor¢do térmica de mamiferos

(QUARANTA et al., 2009) e outros vertebrados (METER et al., 2015; EFSA, 2018).

Como boa parte do ciclo de vida dos anfibios ocorre na agua, algumas espécies de
anuros que habitam ambientes proximos a areas agricolas podem estar expostos aos efeitos de
agrotoxicos e herbicidas (REINIER et al., 2009; METER et al., 2015; ESFA, 2018). Estes
compostos quimicos tém sua principal rota de entrada em lagoas pela deposicdo de
pulverizagdo, escoamento ou drenagem, chegando até os anfibios (EFSA, 2018) sendo o
estagio larval o periodo mais vulneravel aos agrotoxicos (WIJESINGHE et al., 2011). Os
anfibios expostos a agrotoxicos podem nao ter morte imediata, mas a exposicao repetida pode

causar inducdo a mortalidade e impactos subletais (METER et al., 2015).
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Conforme Silva et al. (2020), os agrotoxicos e fertilizantes estdo tendo sua aplicacdo
em maiores combinagdes e variedades, aumentando a poluicdo. Além disso, polui¢do esta
entre uma das causas para o declinio das populacdes de anfibios, juntamente com as doengas e
fragmentacao de habitats (CAREY, 2005; HAYES et al., 2010), exposicdo a agrotoxicos
(DAVIDSON; KNAPP, 2007) além da inser¢do de espécies exdticas, aumento da radiagdo
ultravioleta, entre outros fatores (CAREY, 2005). Alguns estudos demonstram que quando
expostos a agrotoxicos, as espécies de anfibios podem se tornar mais suscetiveis a predadores
(JAYAWARDENA et al., 2010), devido ao possivel desenvolvimento de deformacgdes e
modificagdes no comportamento, assim, podendo ocasionar uma redug¢do na sobrevivéncia

(LAJMANOVICH et al., 2014; MACAGNAN et al., 2017).

Nas espécies bioindicadoras podem ser selecionados diferentes biomarcadores, que
sdo importantes na detec¢do de alteragdes como medidores funcionais que indicam respostas
do organismo quando estes sdo expostos a diferentes misturas de estressores presentes no
meio ambiente que podem estar relacionados a impactos provenientes de agdes desencadeadas
por atividades humanas (ADAMS et al., 2001; CABAGNA et al., 2005; BARNI et al., 2007).
Na avaliagdo de risco ecologico, os biomarcadores auxiliam na detecgdo de possiveis
poluentes, contribuindo na gestdo ambiental (DEPLEDGE; FOSSI, 1994; ADAMS et al.,
2001).

Alguns exemplos de biomarcadores incluem as proteinas de choque térmico,
oxigenasses de fun¢cdo mista e enzimas de estresse oxidativo, além dos que sdo muito
utilizados em campo, porém com pouca validacdo, como medidas de genotoxicidade,
respostas imutoxocologicas e medidas de comprometimento reprodutivo (ADAMS et al.,
2001). Outro tipo de biomarcador ¢ a contagem simples de células brancas do sangue e
embora seja complexa, o uso da hematologia ¢ um método pouco invasivo que permite saber
se ha alteragdes no organismo de populacdes selvagens (BARNI et al., 2007; DAVIS;
MANEY; MAERZ, 2008). Ademais, o esfregaco de sangue como analise, demonstra
utilidade na avaliacdo dos efeitos dos agrotoxicos (FORSON; STORFER, 2006), padrdes de
uso da terra (BARNI et al., 2007), temperatura e estagdo do ano (MANIERO; CAREY, 1997),
aglomeragcdo durante o desenvolvimento (DAVIS; MAERZ, 2009) e entre outros, na

fisiologia dos anfibios.

Ainda existem brechas no conhecimento de como se comporta o sistema imunoldgico

dos organismos in situ (CAREY, 2005). Nas pesquisas ecoldgicas, a contagem de nimeros de
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leucocitos pode ser uma ferramenta auxiliadora no estudo de respostas dos vertebrados
quando expostos ao estresse (DAVIS; MANEY; MAERZ, 2008). Os leucécitos podem ter
seus numeros alterados pela presenca de infec¢des ou doencas ja que fazem parte da linha de

defesa imunolédgica dos organismos (DAVIS; MANEY; MAERZ, 2008).

H4 um desafio na interpretacdo de perfis de leucdcitos uma vez que muitas das
espécies nao foram analisadas e, portanto, ndo ¢ possivel haver comparagao (DAVIS;
MAERZ; MANEY, 2008; RUSO et al.,, 2021). Desta forma, a investigagdo de como o
organismo das espécies de anfibios reagem a mudancas naturais ou induzidas, como a
introdugdo de agrotdxicos em seus habitats, é importante para verificar possiveis declinios

populacionais.

No Brasil, a atrazina e o glifosato estdo entre os ingredientes ativos de agrotoxicos
mais utilizados (IBAMA, 2021). O glifosato ¢ um herbicida pos-emergente, ndo-seletivo com
acdo sistémica (GALLL; MONTEZUMA, 2005) e ¢ o ingrediente ativo com maior utilizagdo
mundialmente pela sua eficicia no controle de plantas daninhas (RELYEA; JONES, 2009). E
visto como potencial contaminante por suas caracteristicas hidrossoluveis, sendo que em
ambientes aquaticos pode aumentar efeitos de danos em espécies nao-alvo, como anfibios
(RELYEA; JONES, 2009; HEREK et al., 2020), além de possuir potencial de causar
mortalidade e alteragcdes subletais em girinos (ALMEIDA; RODRIGUES; IMPERADOR,
2019).

A atrazina também ¢ um herbicida, seletivo com aplicacdo em pré e pds- emergéncia
de ervas daninhas presentes principalmente nas culturas de cana-de-agucar, milho, milheto e
em pré-emergeéncia da cultura da soja (ANVISA, c2021). Sua presenga em agua tende a ter
uma concentragdo maior quando em ambientes 1€nticos (ROHR; MCCOY, 2010). Estudos
mostram que a atrazina tem efeito negativo em processos bioldgicos em espécies de anfibios,
como na fun¢do do sistema imunoldgico, crescimento, mortalidade e morfologia (HOUCK;
SESSIONS, 2006; FORSON; STORFER, 2006; FREEMAN; RAYBURN, 2005;
RUTKOSKI et al., 2016; PAVAN et al., 2021). Além disso, a imunidade de anfibios e peixes

expostos a concentragdes relevantes ecologicamente foi reduzida (ROHR; MCCOY, 2010).

Uma espécie que pode ser usada como bioindicadora ¢ o anfibio anuro Boana faber
(Wied- Neuwied, 1821), da familia Hylidae. Essa espécie ¢ endémica da América do Sul e
tem sua distribuicdo geografica pelo Brasil, Argentina e Paraguai em éareas com florestas

tropicais Umidas e nas bordas dessas florestas. A reproducdo acontece em reservatorios de
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dgua permanentes ou temporarios e areas proximas a riachos com movimentagdo lenta

(LAVILLA et al., 2010) e deste modo pode estar exposta a agrotoxicos.

Sendo assim, a hipdtese testada foi se o uso dos agrotoxicos glifosato e atrazina podem
interferir no nimero diferencial de leucocitos indicando respostas imunoldgicas em girinos.
Para isso, avaliou-se os efeitos causados pela exposicdo aguda e cronica aos herbicidas
medindo as alteragdes no perfil de leucdcitos em girinos de Boana faber em condicoes de

laboratodrio e em seguida a comparagao entre os resultados dos dois herbicidas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar se existe alteracdo nos leucocitos em girinos de Boana faber (Hylidae, Anura,
Amphibia) expostos a atrazina e glifosato, ¢ se a respostas imunoldgicas verificadas nas

amostras de sangue sdo bons biomarcadores da exposicao a agrotdxicos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Realizar a contagem diferencial de leucdcitos (neutrofilo, basofilo,
eosinofilo, linfocito e mondcito) do sangue de girinos de Boana faber expostos a
dois agrotoxicos diferentes.

2.2.2 Analisar os leucocitos nas células do sangue para verificagdo de
respostas de imunidade.

2.2.3 Investigar os dados coletados e comparar os resultados de obtidos

entre os dois agrotoxicos.
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3. METODOLOGIA

3.1 Agrotdxicos utilizados

Para os testes cronico, duas formulagdes comerciais de herbicidas foram usadas nos
experimentos: (1), Atrazina (ATZ) (AclamadoBR®), composto por 500 g L de 6- chloro-
N2-ethyl-N4-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine (Atrazina) e 604,80 g L' de outros
compostos inertes e (2) glifosato (GLI) (Roundup Original DIw), composto por 445 g L de
Sal de Di-aménio de (N-(fosfonometil) glicina), 370 g L' do 4cido equivalente de N-

(fosfonometil) glicina e 751 g L! de outros compostos inertes.

A atrazina, formula bruta CgH14CINs, é do grupo dos inibidores do fotossistema II e
do grupo das triazinas (SILVA; FERREIRA; FERREIRA, 2007). A ATZ possui meia vida na
agua entre 41 a 237 dias, dependendo das condi¢des ambientais (SOLOMON et al., 2008),
coeficiente de parti¢do octanol/agua de 2,78 Log Kowv a pH 7, baixo coeficiente de adsor¢do
no solo (Koc) 100 cm® g, baixa pressdo de vapor ¢ moderada solubilidade na 4gua de 33,0
mg L' a 22 °C (BARANOWSKA et al.,2008; BALCI et al., 2009; CARMO et al., 2013).
Conforme a bula do AclamadoBR®, possui classificacdo Toxicologica Classe IV — Pouco
toxico e Classificagdo do Potencial de Periculosidade Ambiental Classe II — Produto Muito

Perigoso ao Meio Ambiente.

O GLI tem meia vida na agua entre 7 a 21 dias dependendo das condicdes
ambientais (PATERSON, 2004; EDGE et al., 2012), coeficiente de parti¢do octanol/agua
de 5,4 Log Kow com pH 7 (MACBEAN et al., 2010), coeficiente de adsor¢do ou for¢a de
adsorcdo (Koc > 5.000) (ZIMDAHL, 1999), pressdo de vapor 2,1 x 10~ mPa a 25 °C / 1,58 x
10® mm Hg a 25 °C e a solubilidade na agua ¢ de 1,05 x 10" mg L' a 25 °C (MACBEAN et
al., 2010). De acordo com a bula do Roundup Original® DI, possui classificagdo
Toxicoldgica Classe II — Altamente toxico e Classificacdo do Potencial de Periculosidade

Ambiental Classe III — Produto Perigoso ao Meio Ambiente.

A solucdo estoque de cada herbicida foi preparada através da dissolugdo da
formulagdo comercial em 4agua destilada, para se obter 500 mg a.e L' (a.e.= 4cido
equivalente). Os valores de tratamento foram definidos a partir de referéncias encontradas na

bibliografia que estdo expostas no Quadro 1.



15

Quadro 1- Referéncias para os tratamentos de atrazina e glifosato utilizadas nos ensaios com

girinos de Boana faber.

Agrotoxico Tratamento | Concentracdes | Referéncias para as concentragdes de
(ng/L) atrazina (ATZ) e glifosato (GLI)
Atrazina Al 2 Maximo permitido para aguas superficiais
classe I no Brasil (BRASIL, 2005);
A2 9,33 Registrada em 4guas superficiais no Brasil
(MOREIRA et al., 2012);
A3 10,40 Registrada em aguas superficiais no Brasil
(SANTOS et al., 2015);
A4 47,21 Registrada em aguas superficiais no Brasil
(MOREIRA et al., 2012);
AS 240 Concentragdo proxima ao registrada em
aguas superficiais nos EUA (ATSDR,
2003);
. Gl 65 Maximo permitido para dguas superficiais
Glifosato classe I nl?) Brasil (2%05). i ’
G2 144 Registrada em agua superficiais no Brasil
(DORNELLES; OLIVEIRA, 2014).
G3 280 Maximo permitido em aguas superficiais
classe III no Brasil (BRASIL, 2005).
G4 500 Maximo permitido dgua de consumo
humano no Brasil (BRASIL, 2017).
G5 1000 Registrada em aguas superficiais na
Argentina (PERUZZO; PORTA; RONCO,
2008).

Fonte: Adaptado de Pavan (2021).

3.2 Organismo utilizado

As desovas de Boana faber utilizadas foram coletadas em até 12 horas apos a
ovoposicao, em lagoas permanentes no Horto Florestal de Erechim, RS, Brasil (-27°42'45.5"S
e -52°18'38.7"W) e levadas ao laboratério de Ecologia e Conservacdo da Universidade
Federal Fronteira Sul - Campus Erechim/RS, para desenvolvimento larval continuo até a fase
de testes. As desovas foram coletadas conforme a licenga ICMBio 73994-2 e os ensaios
tiveram autoriza¢do pelo Comité de Etica em Uso Animal da Universidade Federal da

Fronteira Sul (2287081021).

Apos a coleta, as desovas foram criadas em aquarios com 15 litros de 4gua declorada

de poco artesiano, com aeracgdo artificial e mantida em condi¢des controladas de laboratério
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com fotoperiodo (12-12 h Luz-escuro). Os girinos foram alimentados diariamente com
alimento comercial para peixes contendo 45% de proteina bruta (Alcon Basic, Alcon®),
além de agrido organico e alface organica. As caracteristicas fisico-quimicas da agua utilizada
na criagdo seguiram os seguintes pardmetros: temperatura 24 + 2°C; pH 7,4 £ 0,5; dureza
3,57 mg CaCO; L!; oxigénio dissolvido 5,8 + 0,3 mg L™'; turbidez < 1; condutividade 649 =+
25uS em!; Na=13,01 mg L'; Ni =<0,002 mg L.

Para os ensaios ecotoxicoldgicos, colocou-se 10 girinos de estagio de
desenvolvimento 25 (GS25) (GOSNER, 1960) em um recipiente de vidro estéril e cilindrico
com 500 ml de solucdo. Cada recipiente foi uma unidade experimental (UE), com triplicata,
com 30 girinos por tratamento, além de um controle somente com agua para cada herbicida,
também em triplicata. Apos isso, os recipientes foram tampados com plastico filme a fim de
evitar a evaporagdo ¢ mantidos sob aeracdo constante. O ensaio foi cronico com duracio de

168 horas (sete dias).

3.3 Perfil de leucdcitos

Para a contagem das células, retirou-se 10 uL. sangue através de puncao cardiaca, de
10 girinos de cada tratamento, logo apos a eutanasia com lidocaina topica (CONCEA, 2015).
Cada amostra de sangue foi depositada em uma lamina, seco a temperatura ambiente, fixada
e corada com corante Pandtico Rapido® (Laborclin Ltda, Pinhais, PR, Brasil) por cinco
minutos. Ap0s isso, as laminas foram analisadas em microscopia Optica sob lente objetiva
100 x (CX31®, Olympus, Toquio, Japao). Para essa avaliacao, foram analisados 10 girinos
por tratamento para a verificagdo do numero de leucdcitos, onde observou-se 100 células

alteradas para cada individuo.

Os leucodcitos foram classificados como granulocitos (baséfilos, eosinofilos e
neutrofilos/heterdfilos) ou ndo granuldcitos (linfocitos e mondcitos), conforme sua
morfologia e visualizagdo no microscopio. Para esta espécie ndo foram encontrados estudos
que evidenciem os perfis de leucdcitos, portanto, foram adotados critérios baseados na

metodologia de Allender e Fry (2008) e Claver e Quaglia (2009).

Para a definicao de neutréfilo/ heterofilos seguimos Silva et al. (2020), que considera

neutrofilo/heterdfilo como células acidofilas grandes, esféricas a ovais, irregulares, com
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nicleos multilobados que podem ou ndo ter em seu citoplasma grande nimero de células
pequenas, elipsoidais ou granulos alongados. Neste trabalho, nomeamos apenas como
neutrofilos. Também seguindo Silva et al. (2020) utilizamos a razdo neutrofilo/linfécito

(N/L) como uma medida da resposta dos girinos aos agrotoxicos.

3.4 Analise estatistica

Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade; e para constatagao
de diferencas significativas entre tratamentos foi utilizada a analise ndo paramétrica Kruscal-
Wallis, seguida de teste post-hoc de Dunn para comparacao entre os tratamentos e controle,
utilizando o software GraphPad Prism 9.3.1. Nos casos em que houve indicacdo de
diferengas, elas foram localizadas por testes de comparagdes multiplas. Foram considerados

significativos valores de P<0,05.
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4. RESULTADOS

Durante a realizacdo dos testes nao houve mortalidade de individuos em nenhum
grupo experimental. Conforme especificado, em cada lamina foram contabilizados 100
leucocitos dos tipos celulares: basofilo, eosinéfilo, linfocito, mondcito, neutréfilo (Figura 1),
com 10 laminas por concentragdo mais o controle, totalizando 110 laminas analisadas e

11.000 leucocitos.

Figura 1- Leucoécitos encontrados em amostras de sangue de girinos de Boana faber. (a)

Neutroéfilo; (b) Linfocito; (¢) Eosinéfilo; (d)Mondcito; (e) Basofilo.

Fonte: Autora (2022).
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Os girinos expostos a formulagdo comercial de ATZ apresentaram diferencas nos
leucocitos (Tabela 1, Figura 2). Ocorreu um aumento nos linfocitos, principalmente em A2 e
A5 (KW= 14,31, p = 0,013) e em cosindfilos em A4 (KW= 12,38, p =0,03), mas diminuicao
nos basofilos, significativo em girinos expostos a A4 (KW= 10,36, p <0,05). O niimero nos
monocitos também foi maior que o controle, mas nao foi significativamente diferente (KW=
6,29, p = 0,278). O numero de neutréfilos encontrados foi semelhante em todas as amostras
(KW=5,28, p =0,38).

Os girinos expostos a Glifosato (Tabela 2, Figura 3) apresentaram maior nimero de
linfocitos (KW = 12,98, p =0,02) e menor de baséfilos em G2 e G4 (KW= 9,99, p =0,04). Os
monocitos foram mais registrados nos girinos em G4 ¢ G5 (KW = 19,06, p = 0,0019) e
neutrofilos em G5 (KW= 11,98, p =0,03). Nao houve diferenga significativa nos eosinéfilos

observados nas amostras de sangue dos girinos (KW= 7,49, p =0,18).

As proporgoes de neutrofilos/linfocitos tenderam a aumentar somente nos tratamentos
G4 e G5 de glifosato (Tabela 2). No restante, a relagdo foi semelhante entre controle e

tratamentos.

Tabela 1 - Frequéncias de leucdcitos sanguineos (100 células) de girinos de Boana faber no

controle e tratamentos com atrazina. Média + erro padrao.

Atrazina
Linfécitos Basofilos Eosinofilos ~ Mondcitos Neutrofilos N/L
CA 463+7,62 289+9,19 11,40+6,70 4,00+1,82 2,60+1,58  0,05+0,03
Al 490+7,10 245+8,776 17,3+948 5,60+1,71 3,60+ 1,90 0,07+0,03
A2 574+£519% 218+7,87 12,0£2,54 530+2,06 3,50+2,17 0,06+0,03
A3 52,7+455 259+6,14 124+483 530+2,50 3,70+1,83  0,07+0,03
A4 522+452 19,7+4,12* 18,4+£588* 522+139 444+201 0,08+0,04
A5 57,0+£9,65* 219+9,73 13,6+9,50 4,20+1,23 3,30+ 1,49  0,06+0,03

* Diferenca significativa pelo teste Kruskall- Wallis, seguido de post-hoc de Dunn (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora, (2022).
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Tabela 2- Frequéncias de leucocitos sanguineos (100 células) de girinos de Boana faber no

controle e tratamentos com glifosato. Média =+ erro padrao.

Glifosato
Linfocitos Basofilos Eosindfilos ~ Monocitos Neutroéfilos N/L
CG 463+7,61 289+9,19 11,40+6,70 4,00+ 1,82 2,60+ 1,58  0,05+0,02
Gl 522+6,65 199+8,67 185+8,10 6,30+3,59 3,10+1,79  0,06+0,07
G2 58,1+4,60% 16,5+6,83* 151+£6,04 6,20+1,55 4,10+ 1,79  0,07+0,03
G3 54,0+7,67 22,7+946 17,7£747  3,50+2,59 2,10+ 1,52 0,04+0,02
G4 564+5,62*% 159+644* 13,5+6,82 8,80+2,59* 540+3,06 0,1+0,06
G5 522+124 19,0+14,15 14,1+£824 9,00+7,09% 5,70+490% 0,12+0,12

* Diferenca significativa pelo teste Kruskall- Wallis, seguido de post-hoc de Dunn (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora, (2022).
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5. DISCUSSAO

As células do sistema imune tém grande papel adaptativo frente a adversidades (DE
SOUZA, 2019). Apesar de haver poucos estudos avaliando o efeito de agrotoxicos em perfis
de leucdcitos de anfibios, hd evidéncias que sugerem que eles podem induzir respostas
leucocitarias (ROBINSON et al., 2021). Ha relatos de mudancgas de tipos de células brancas
do sangue ocorrerem de acordo com o tipo do agrotoxico usado e essa resposta estad
relacionada com o estresse (FANALI, 2016), onde isto pode estar relacionado com o aumento
da sensibilidade contra doencas pelo enfraquecimento do sistema imune (WEDEMEYER,

1997; REHULKA; MINARIK, 2004).

A contagem de leucdcitos pode variar dependendo do sexo, da idade, da estacdao do
ano, da dieta, da reproducdo ¢ de fatores ambientais e patologicos (DAVIS; MANEY;
MAERZ, 2008; LIU et al., 2013; ARIKAN; CICEK, 2014; BUNJERDLUK; KITANA;
POMCHOTE, 2021; DE GREGORIO; FRANCO-BELUSSI; de OLIVEIRA, 2021;
FRANCO-BELUSSI et al., 2021), complicando as referéncias. Também, a duracdo da
exposicao pode afetar a detecgdo da resposta ao estresse (DAVIS; MANEY; MAERZ, 2008)
como a exposicdo ao herbicida glifosato diminuiu o nimero de linfocitos e aumentou o
nimero de neutréfilos apos 20 dias (BURRACO; DUARTE; GOMEZ-MESTRE, 2013),
porém em 10 dias ndo houve essa alteracio (BURRACO; GOMEZ-MESTRE, 2016) em

estudos semelhantes.

Um dos eventos fisiologicos em que os leucocitos sdo relacionados ¢ a defesa do
organismo contra patdgenos, ja que pode ocorrer um aumento de células leucocitarias
(leucocitose) em sangue periférico, devido a um processo infeccioso e/ou inflamatodrio
(CERNY; ROSMARIN, 2012; WIDICK; WINER, 2016) e se houver leucopenia (depressao
do sistema imune), o organismo fica mais suscetivel a patogenos (DALLAL; LEIGHTON;
TRANG, 2012). Isso pode ser ocasionado pela exposi¢ao a xenobidticos (MARCANTONIO,
2005).

Nos anfibios, cada leucdcito desempenha fungdes imunes especificas, assim como
para os demais vertebrados (DE SOUZA, 2019). Conforme Cabagna Zenklusen et al. (2014),
os leucdcitos sdo divididos em dois grandes grupos, granuldcitos e agranulocitos, seguindo a

presenca ou ndo de granulagdes especificas.
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Os linfocitos sdo as células mais comuns no sangue periférico dos anfibios,
(DUELLMAN E TRUEB, 1986; CABAGNA ZENKLUSEN et al., 2014; DE GREGORIO,
2019) e junto com os mondcitos, constituem os agranuldcitos, sendo 80% da contagem de
leucocitos (ALLENDER; FRY, 2008; ARIKAN; CICEK, 2014). Os chamados granuldcitos
sdo encontrados como eosinofilos, basofilos e neutréfilos (ou heterdfilos), e também
trombocitos (ALLENDER; FRY, 2008; ARIKAN; CICEK, 2014). Os trombocitos ndo foram

tratados neste estudo.

A composi¢do leucocitéria de girinos de Boana faber expostos a ATZ e GLI seguiu a
sequéncia linfécito — basofilo — eosindfilo — monodceito — neutroéfilo. Isso pode significar que
esse ¢ o padrdo comum para a espécie, ja que € a primeira vez que as células sanguineas de B.
faber sao descritas. Os linfocitos sdo globulos brancos observados em anfibios, apresentam
um nucleo redondo com cromatina densa e citoplasma basofilico e, algumas vezes,
microvilosidades (DUELLMAN; TRUEB, 1986). Além disso, essas células fazem parte do
sistema imunologico adaptativo (DAVIS; MANEY; MAERZ, 2008; ARIKAN; CICEK,
2014), estao relacionadas a produgdo de fatores de crescimento hematopoiéticos (ARIKAN;
CICEK, 2014) e respondem a estressores com expressdo de antigenos especificos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; DAVIS; MANEY; MAERZ, 2008; ROBERT; OHTA,
2009; LEWIS; BLUTT, 2019), através de uma reorganizacdao genética de receptores, em que
sdo geralmente classificados em células B (produtoras de imunoglobulinas-anticorpos) e
células T citotoxicas e ndo-citotoxicas (LEWIS; BLUTT, 2019), uma vez que produzem
imunoglobulinas e recrutam outros tipos de células (CABAGNA et al. 2005; DAVIS;
MANEY; MAERZ, 2008).

Os basofilos sdo granuldcitos pequenos com nucleo ndo lobado centralizado que
possivelmente pode ndo ser reconhecido e que possuem granulos basofilicos escuros
(ARIKAN; CICEK, 2014). J4 para Fenerick Junior et al. (2006), os basoéfilos sdo comuns e
apresentam nuicleos sem segmentacdo e citoplasma com exuberantes granulos basofilicos.
Estes estdo associados a hipersensibilidade, onde a histamina dos granulos € liberada no
tecido alvo com o intuito de recrutar eosinofilos e neutrofilos para auxiliar na resposta imune
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Para Nakashima et al. (2018), o principal papel dos
basofilos estd relacionado a respostas inflamatdrias alérgicas. Apesar disso, o papel dos
basofilos no sistema imunoldgico dos anfibios ndo € muito claro (SALINAS et al., 2015), por

1ss0 ndo sabemos afirmar sobre os valores desse leucocito em B. faber.
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Os eosinofilos geralmente possuem nucleos menos lobados do que os dos neutrofilos
com granulos grandes, geralmente esféricos, e corados com um ntcleo excéntrico. (ARIKAN;
CICEK, 2014). Para Fenerick Junior et al. (2006), os eosinéfilos tém nucleos segmentados e
citoplasma com numerosos granulos ovalados ou esféricos, fracamente acidofilos. Estudos
mostraram que estdo ligados a reagdes de hipersensibilidade, sendo recrutadas para areas com
inflamacao (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) e que respondem a estimulos como infecg¢des
parasitarias ou poluentes (KIESECKER, 2002; BARNI et al., 2007; YOUNG et al. 2012;
ZHELEV; POPGEORGIEV; ANGELOV, 2013), além de estarem associadas a metamorfose
e decomposi¢do de tecidos, com aumento no seu nimero comumente observados em girinos

durante seu climax metamorfico (DAVIS, 2009).

Os mondcitos tem sua morfologia parecida e sdo frequentemente confundidos com os
grandes linfécitos (ARIKAN; CICEK, 2014). J& conforme Fenerick Junior et al, (2006) e
Arauco (2006), sdo raros com nucleo geralmente excéntrico, que ocupa quase totalmente a
célula, com citoplasma levemente vacuolizado e fracamente basofilico. Também atuam na
resposta imune adquirida (LEWIS; BLUTT, 2019) exercendo papel fagocitico (DAVIS;
MANEY; MAERZ, 2008; LEWIS; BLUTT, 2019), s3o precursores de macrofagos teciduais e
ficam no sistema sanguineo por pouco tempo (DAVIS; MANEY; MAERZ, 2008). Estao
ligados a infecgdes e podem agir como células apresentadoras de antigenos (APCs)

(ROBERT; OTA, 2009).

Os neutrofilos apresentam nicleo segmentado e citoplasma com extensas areas de
reticulo endoplasmatico granular bem desenvolvido (FENERICK JUNIOR et al, 2006). Os
granulos sdo eosinofilicos, alongados ou fusiformes e em grande nimero, sendo que, a
morfologia pode mudar possivelmente pelos estagios de desenvolvimento dos neutrdfilos
(ARIKAN; CICEK, 2014). Também sao associados ao sistema imune inato e, quando
presente no tecido alvo, tem funcdes fagocitarias e citotoxicas (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004; ROBERT; OTA, 2009; PRIEL; KUHNS, 2019), sendo sua principal atribuicdo a
colaboragdo em respostas imunoldgicas contra infec¢des ou intoxicagdes (THRALL et al.,
2004). Além disso, estdo relacionadas com a quimiotaxia e a morte de bactérias com

fagocitose (ARIKAN; CICEK, 2014).

Ja a propor¢do neutréfilos/linfécitos (N/L) demonstra mudangas no estresse e
equilibrio entre fung¢des imunologicas e respostas ndo especificas (DAVIS; MANEY;

MAERZ, 2008) ainda que seja dificil encontrar consisténcia na razdo. Os neutrofilos e
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linfocitos sdo os tipos celulares mais relevantes, além da contagem total de leucocitos para
caracterizar os parametros do leucograma em anuros (FRANCO-BELUSSI et al., 2022).
Neutrofilos e linfocitos t€ém respostas opostas aos estressores ambientais. Alguns estudos
demonstram que o aumento da relacao € referente ao maior estresse que afeta os girinos e que
isso seria uma resposta comum em anfibios que sdo sujeitos a presenca de agrotoxicos
(DAVIS; MANEY; MAERZ, 2008; LAJMANOVICH et al., 2015). Conforme Davis et al.
(2008), uma N/L mais alta mostra, confiavelmente, niveis de glicocorticoides altos. Esses
hormonios sao liberados e provocam alteracdes no perfil leucocitario em resposta ao estresse
(Silva et al., 2020), j4 que conforme Barsotti (2014), o efeito da resposta do estresse no
sistema imunologico depende da intensidade e da duragdo dos niveis elevados desse
hormonio, concordando com o estudo de Vila (2013), que mostra que a relacdo N/L pode ser
afetada se houver perturbacdes por um longo tempo, dependendo da intensidade e persisténcia

do estresse exposto.

A comparacdo de N/L pode facilitar a distingdo entre populagdes expostas a
estressores utilizada como um ponto de partida para as avaliagdes de qualidade de habitat em
locais preocupantes ja que teve uma implementagdo com iniciativa de comparagdo
populacional de conservagdo (LITMER; FREAKE; MURRAY, 2020). Alguns estudos ja
analisaram essa razao. Gavel et al. (2019) notaram um aumento na relagdo N/L em relagdo ao
controle quando expuseram sapos madeira a uma alta concentracdo de tiametoxan por sete
dias, que indicaram estresse leve a moderado. No estudo de Robinson et al. (2021), a
proporcao N/L aumentou com a exposi¢do a clotianidina, em 1 mg/L, mostrando uma resposta
ao estresse, com maiores proporc¢des, indicando maior estresse fisioldgico. No estudo de
Santana et al. (2021), a razdo N/L teve uma variacdo entre locais, intermedidrios e de
referéncia poluidos (todos com valores <2.0) podendo indicar efeitos prejudiciais da poluicao
com aumento ou nao da suscetibilidade a doencgas parasitarias. Porém, a diminui¢do da razao
N/L em resposta a exposi¢des a contaminantes estdo se tornando mais prevalentes (GAVEL et

al., 2021).

Em relacdo a razdo N/L do presente estudo, os linfocitos foram mais presentes entre os
leucdcitos, resultando em vérios valores da razdo com a propor¢do <1, e além disso,
observando os valores N/L obtidos pelas médias, apenas duas proporgdes foram >1 e com
maior elevacdo em relacdo ao controle. Esses dois valores foram vistos nas duas
concentracdes mais altas de glifosato, mostrando que esse herbicida prejudicou o sistema

imune dos girinos em 500 pg/L (G4) e 1000 pg/L (G5) indicando estresse, assim como o
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estudo de Ruso et al. (2021), que também mostrou que os linfécitos tiveram maior presenca
do que neutréfilos dentre o sangue coletado, resultando em mais valores <1 e com Falso et al.,
(2015) em que os perfis leucocitarios indicaram/sugeriram sensibilidade dos individuos a
perturbagdes ambientais, no nivel imunoldgico, pelo aumento da razao N/L. Os valores de
controle e dos tratamentos do nosso estudo foram parecidos com os encontrados no estudo
semelhante de Gavel et al., (2021) que teve as relagdes médias N/L+ desvio padrao de

0,04+0,04.

Os resultados de De Gregorio (2019), apontam que conforme o desenvolvimento
animal as respostas imunes tornam-se mais especializadas e desta forma aumentam a
producdo de células mais eficientes na defesa do organismo, como os linfocitos e, a contagem
dos demais leucécitos diminui. Houve aumento dos linfocitos nos girinos expostos a ATZ e
GLI, semelhantes ao encontrado por Lajmanovich et al. (2015) e Viriato et al. (2021) em
anfibios expostos ao 2,4-D, afetando os parametros hematologicos e imunoldgicos dos
animais e também por Carvalho et al. (2017), com a exposi¢do a metais pesados, indicando
uma mobilizacdo das células como protecdo dos organismos contra infecgdes. Ao mesmo
tempo, houve diminui¢do dos basoéfilos, e redistribuicdo nos numeros de mondcitos,

neutrofilos e eosinofilos, concordando com De Gregorio (2019).

A comparagdo entre anuros de areas poluidas com os de areas preservadas, mostrou
uma elevagdo na contagem de eosinodfilos e basoéfilos, indicando uma tentativa de neutralizar
os efeitos dos agentes toxicos (ROMANOVA; EGORIKHINA, 2006). No presente estudo
houve um aumento no nimero de eosindfilos, concordando com o estudo de De Gregdrio
(2019) que expds girinos da espécie Rana catesbeiana (Anura) ao acetato de Ciproterona
(CPA), em duas concentragdes, € teve um aumento no numero de eosinédfilos no estudo
indicando que possivelmente ocorreram efeitos adversos somaticos pelo CPA, que pode ser
um mecanismo adaptativo de sobrevivéncia em ambientes contaminados (FOURNIER et al.,

2005).

Embora nao tenha sido significativo, o aumento de eosinofilos, especialmente nos
girinos expostos a GLI, pode ser explicado como uma resposta ao contaminante, pois 0s
eosindfilos respondem a estimulos como infecgdes parasitarias ou poluentes (ZHELEV;
POPGEORGIEV; ANGELOV, 2013). Girinos expostos a concentragdo A4 de Atrazina foram
0os que mais se diferenciaram em relacdo aos eosinofilos, apresentando ao mesmo tempo

significativa diminui¢do em basofilos e leve aumento em neutréfilos. No presente estudo, os
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grupos expostos principalmente a A4 provavelmente desencadearam uma resposta
inflamatoria, ativando o recrutamento e ativacdo de diferentes leucdcitos no organismo-teste.
O tratamento A4 corresponde a 47,21 pg/L de ATZ, uma concentragao ja registrada em aguas
superficiais no Brasil (MOREIRA et al., 2012), e, portanto, passivel de ser encontrada no

ambiente.

Os girinos apresentaram maior diferenciacdo nos leucocitos quando expostos as
diferentes concentracdes de glifosato. Os linfécitos aumentaram e basofilos diminuiram
significativamente na exposicao a G2 e G4, enquanto monocitos e neutrofilos aumentaram em
G5 (mondcitos também aumentaram em G4). Os neutrofilos sdo células fagociticas primarias
que atacam particulas e organismos estranhos, e da mesma forma, os mondcitos também sao
fagocitarios e podem aumentar na circulagdo durante infecgdes (DAVIS; COOK; ALTIZER,
2004). Isso explicaria o aumento de monocitos e neutrdfilos na concentracdo mais alta de
Glifosato, pois os girinos estariam tentando se proteger do agrotoxico podendo indicar

presenca de intoxicagdes

O numero de linfocitos € proporcionalmente inverso ao nimero dos outros leucocitos,
ou seja, se eles aumentam, mudam os valores em basofilos, monocitos eosinodfilos e
neutrdfilos. Desta maneira, € possivel dizer que a partir de G2, ou seja, de 144 pg/L de GLI os
leucéceitos comegam a sofrer diferenciagdo para a resposta imune, possivelmente mostrando
os efeitos sofridos pelo agrotoxico. Todas as concentragdes testadas no presente estudo sdao
ambientalmente relevantes e em todas houve mudangas no perfil leucocitario dos girinos de B.
faber. A concentracdo de 144 pg/L (G2) foi registrada em agua superficiais no Brasil
(DORNELLES; OLIVEIRA, 2014), 280 pg/L ¢ o maximo permitido em aguas superficiais
classe III no Brasil (BRASIL, 2005) (G3), 500 pg/L (G4) ¢ o maximo permitido agua de
consumo humano no Brasil (BRASIL, 2017) e 1000 pg/L (G5) foi registrada em aguas
superficiais na Argentina (PERUZZO et al., 2008).

Essa reestruturacdo dos leucocitos nos girinos expostos as concentragdoes de ATZ pode
mostrar uma adaptagdo ao meio toxico e consequentemente uma tendéncia de retorno ao
normal padrao de leucécitos. No sangue dos girinos expostos a GLI a diferenga mais explicita
mostra clara resposta do sistema imunoldgico a um agente estressor. Ao mesmo tempo que o
perfil hematologico apresenta mudancas, outros sistemas dos individuos podem ser
permanentemente feridos e afetados para o resto da vida do animal pela exposicao a estes

agrotoxicos.
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Outro estudo realizado com girinos de B. faber expostos a ATZ e GLI mostrou
diferengas no tamanho do corpo, malformagdes corporais e formagdo de micronicleos
(PAVAN, 2021). Essas respostas indicam como agrotoxicos podem afetar diferentemente a
espécie, e corrobora com o presente estudo. Embora Pavan (2021) ndo tenha identificado
diferenga na toxicidade de ATZ e GLI, analisando o perfil leucocitario, o GLI parece ter

ativado uma maior reacdo imunoldgica e em mais concentragdes, quando comparado a ATZ.
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6. CONCLUSAO

Relacionar os biomarcadores de estresse com resultados bioldgicos ¢ um desafio,
porém, necessario para compreender os efeitos da exposicao a herbicidas. Assim, a andlise de
perfis de leucocitos de anfibios pode demonstrar que estes agrotdoxicos aumentam as
consequéncias gerais para a saude e alteram os processos futuros da histéria de vida dos

anfibios.

No geral, os resultados sugerem que a exposicao a atrazina e especialmente a glifosato
afetaram o perfil leucocitario, sugerindo ajustes nos parametros como forma de aumentar o
nimero de linfocitos e eosinodfilos e diminuindo os outros leucdcitos indicando um aumento
geral na suscetibilidade do animal as mudangas ambientais com o aumento da defesa celular
do organismo, indicando que este método pode ser utilizado como biomarcador. O glifosato
apresentou maior diferenga no perfil, mostrando uma maior resposta dos organismos frente a

este estressor do que em relacao a atrazina.

Sendo assim, espera-se que este trabalho possa ter contribuido com os estudos
relacionados aos perfis de leucocitos como biomarcadores, podendo auxiliar em estudos
futuros relacionados ao tema e na compreensao de como o sistema imunolégico dos anfibios
funciona, mais especificamente de B. faber, quando expostos a formulacdes comerciais de
agrotoxicos. Sugere-se mais pesquisas que utilizem o perfil de leucocitos como biomarcador
para poder haver comparagdo ja que ¢ necessario um entendimento de ameagas que os

anfibios sofrem por diversas condicdes e suas interagoes.
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