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RESUMO

O uso de agrotoxicos comecou a ser disseminado na década de 60 com a Revolucao
Verde. Entretanto, ndo se sabia quais seriam as consequéncias desse uso em longo prazo.
Ao ser aplicado, residuos de agrotoxico acabam atingindo animais ndo-alvo, se
infiltrando no solo e atingindo a 4gua. Como consequéncia, 0s agrotoxicos podem
bioacumular e/ou impactar organismos ndo-alvo causando danos bioquimicos e
fisiolégicos antes mesmo de alteracdes morfoldgicas visiveis. Quando se trata de
ecotoxicidade, os répteis sdo os animais menos estudados e encontram-se atualmente em
declinio global devido, principalmente, a degradacdo do habitat ao qual ocupam. O
lagarto Salvator merianae tem ampla distribuicdo na América do Sul e é encontrado
frequentemente em areas de cultivo agricola, além de seu periodo reprodutivo coincidir
com a aplicagdo de agrotoxico nas culturas de primavera/verdo. Os objetivos deste
estudo foram comparar possiveis alteracfes em parametros bioquimicos e fisiologicos de
S. merianae coletados em uma area exposta a agrotoxicos e uma area de referéncia. Para
tal, quantificamos diferentes marcadores sanguineos: albumina (ALB), alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FAL), gama glutamil transpeptidase (GGT),
glicose sérica (GLI), proteinas totais (Pt), acido urico (AU), triglicerideos (TGL), VLDL,
corticosterona, TBARS, glutationa-S-transferase (GST), e da atividade da superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT). Para isso, foram coletadas amostras de sangue de 28
lagartos da espécie S. merianae na Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS, no
ano de 2019 e 2020, e fora do periodo de hibernacdo. Foi utilizado plasma para
quantificarmos os marcadores de dano hepatico, metabolismo intermediario e enddcrino
através de Kits comerciais da BioTécnica, e para as analises de estresse oxidativo
utilizamos eritrécitos sendo estes quantificados atraves de métodos espectrofotométricos
padronizados para lagartos em nosso laboratério. Os resultados diferiram
significativamente quanto aos niveis de TBARS, GST, TGL, VLDL, AU quando
comparamos 0s juvenis coletados em area exposta com aqueles de area referéncia; ja
para as fémeas observamos diferencas para os niveis de SOD e PT, e para 0s machos
para a SOD, CAT e GST. Os resultados relacionados ao dano hepético e aos niveis de
corticosterona ndo foram significativos para nenhuma das categorias etarias (juvenis
fémeas e machos). Assim, conclui-se que o contato com agrotoxicos esta tendo um
impacto sobre S. merianae, principalmente para 0s juvenis o que pode trazer
consequéncias negativas para as proximas geracdes podendo conduzir a um impacto
nesta populacdo. Além disto, este conjunto de resultados nos permite sugerir o uso destes
marcadores para 0 acompanhamento da salde destes animais em longo prazo.

Palavras-chave: Répteis, lagartos, toxicologia, fisiologia, estresse oxidativo,
metabolismo.
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ABSTRACT

The use of pesticides began to be widespread in the 60s, originated in the Green
Revolution. However, we didin’t know about the consequences of this long-term.
When applied, the pesticide residues influenced non-target animals, infiltrating the
soil and contaminating the water. As a consequence, agrochemicals are
bioaccumulating and/or impact not-taget organisms causing biochemical and
physiological damage before visible morphological changes. When it’s about
ecotoxicity, the reptiles are the least studied animals and are currently in global
decline, mainly due to a degradation of the habitat to which it is by anthropic action.
The Salvator Merianae lizard has a wide distribution in South America and is found
frequently in agricultural cultivation areas, beside to the reproductive period
coinciding with the application of the pesticide in the culture os spring, summer.
Therefore, the objectives of this study are to compare possible to change the
biochemical and physiological parameters of S. merianae in an area exposed to
agrochemicals and to a reference area in blood biomarkers album (ALB), alanine
transaminase (ALT), alkaline phosphatase (FAL), gamma glutamyl transpeptidase
(GGT), serum glucose (GLI), total proteins (Pt), uric acid (AU), triglycerides (TGL),
VLDL and corticosterone (COR), TBARS, glutathione-S-transferase (GST) and
activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). For that, blood samples
were collected from 28 lizards of the species S. merianae at the Experimental
Agronomic Station of UFRGS in 2019 and 2020 in outside of hibernation periods.
Plasma was used to quantify the markers for liver damage, the intermediate and
endocrine metabolism were performed using kits from BioTécnica and the analyzes
of oxidative stress in erythrocytes through spectrophotometer standardized to lizards
in our laboratory. The results differed significantly for young lizards in the levels of
TBARS, GST, TGL, VLDL, AU; about the female differed in SOD and PT and
males in SOD, CAT and GST. The results of liver damage and corticosterone levels
were not significant for any categories (juvenile, children and male). Thus, it is
concluded that the contact with agrochemicals is causing a harmful effect on S.
merianae, mainly when treating juveniles, it’s can cause negative consequences for
the next interviews may lead to na impacto n this population. Besides that, this set of
results allows us to suggest the use of these markers to monitor the health of these
animals in the long term.

Keywords: Reptiles, lizards, toxicology, physiology, oxidative stress, metabolism.
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1. INTRODUCAO

Os agrotdxicos comecaram a ser disseminados na segunda guerra mundial, onde o DDT
(Dicloro difenil tricloroetano) foi utilizado como medida de prevencao ao tifo em soldados
e posteriormente foi usado como pesticida (D’amato et al., 2002). Assim, com o intuito de
diminuir a fome do mundo, entre as décadas de 60 e 70, surgiu a chamada “Revolugédo
Verde” que tinha como objetivo aumentar a produtividade agricola através do uso de novas
tecnologias entre elas 0 aumento do uso de agrotdxicos, obtendo apoio de diversas
instituicbes. Neste periodo, a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (FAO) e o Banco Mundial fomentaram fortemente o uso destes agrotoxicos e
de insumos agricolas (Costa e Pires, 2016).

Na década de 70, as primeiras grandes empresas fabricantes de insumos agricolas
comecaram a se estabelecer no mercado brasileiro, o que colocou o Brasil como um dos
maiores consumidores desde entdo (Terra; Pelaez, 2009 apud Fassis,F.;2014). Porém, desde
1946 ja havia alguma producdo de agrotoxicos como o BHC, Parathion e DDT (Costa e
Pires, 2016).

Com o aumento da producdo dos agrotdxicos, comecaram a surgir atualizacBes na
legislagdo e organizagBes. Em 1965, foi criado o Sistema Nacional de Crédito Rural, que
consiste em oferecer financiamento ao produtor rural para compras de insumos agricolas
(Costa and Pires, 2016).

Nesse contexto o Banco do Brasil exigia que 15% desse crédito fossem destinados para
compra de agrotoxicos (Antenor, F.; 1986, p. 26 apud Costa e Pires, 2016). Juntamente, a
Lei n® 10.925/04 que “reduz as aliquotas do PIS/PASEP e da COFINS incidentes na
importacdo e na comercializagdo do mercado interno de fertilizantes e defensivos
agropecuarios ¢ da outras providéncias”, a qual esta vigente até os dias atuais, viriam a
incentivar ainda mais esse uso.

Também entrou em vigor a Lei dos Agrotoxicos n° 7.802 de 11 de julho de 1989, na qual

0 artigo 2° define agrotdxico como (Brasil, 1989):

a) os produtos e o0s agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas,
e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais,
cuja finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-
las da acéo danosa de seres vivos considerados nocivos;
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b) substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento.

Esta se encontra em andlise para atualizacfes através do Projeto de Lei n°6299/02, o qual
propde mudancas como a troca do nome para pesticida, a possibilidade de permitir o uso
dessas substancias antes do término da andlise de risco do produto e registro somente do
nome do principio ativo do agrotoxico (Haddad et al., 2019).

As regibes brasileiras onde tém predominio do uso de agrotoxicos sdo sudeste, sul e
centro-oeste; e as culturas agricolas que mais utilizam agrotdxicos sdo a de soja, milho,
citros e cana-de-agucar (S&o Paulo, 2004). Segundo Coutinho et al. (2005), os agrotdxicos
mais utilizados nessas culturas sdo os aminoacidos fosfonados composto principalmente
pelo glifosato; as benzenaminas onde podemos destacar fenilaminas, fenilenodiaminas,
pendimetalina e dinitroanilinas; o grupo das triazinas o qual pertence a atriazina; 0s
organofosforados tendo como destaque o fenitrotion; e por fim os fenilpirazéis com o
quimico fipronil. Destes, pode-se destacar o glifosato que estd em processo de proibi¢do em
paises como a Alemanha pelo impacto causado na polinizacao e possivel teor cancerigeno, e
a atrazina que esta banida ha mais de dez anos na Unido Europeia por causar contaminacao
em aguas subterraneas (Bombardi, 2017; Folha de Séo Paulo, 2019).

Em 2008, o Brasil recebeu o titulo de maior consumidor de agrotoxico, caracterizado
pela utilizacdo de grande quantidade desses insumos em pedacos concentrados de terra
(Serra et al.,, 2016). O uso excessivo e crescente de agrotdxicos tem causado uma
acumulagdo de residuos nos alimentos acima dos niveis permitidos, o que tem sido motivo
de constante preocupacéo (Brusamarelo et al., 2018). Ainda assim, em 2019, houve um total
de 474 produtos novos registrados no pais, sendo varios deles proibidos em outros paises
como Australia, india, Canadé4 e Uni&o Europeia (Folha de S&o Paulo, 2019). Apesar de toda
a producdo de agrotoxicos ter sido incentivada para combater a fome, até os dias atuais ainda
ndo houve reducgdes significativas para tal, fazendo que organizacGes, como a FAO, que
antes apoiavam o uso se mostrem nao favoraveis atualmente (Costa e Pires, 2016).

Para uma maior seguranca e devido ao fato de que existem aproximadamente 300 mil
principios ativos, os pesticidas sdo classificados de acordo com sua toxicidade, grupo
quimico e acdo em organismos-alvo (Almeida, 2009). Os inseticidas, que tém como
organismos-alvo os insetos, pertencem aos grupos quimicos organofosforados, carbamatos e
organoclorados; os fungicidas de combate a fungos sdo os Etileno-bis-ditiocarbamatos,
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Trifenilestanico, Captan, Hexaclorobenzeno, Em relacdo aos herbicidas, estes tém como
principais grupos Paraquat, Glifosato, Pentaclorofenol, Derivados do &cido fenoxiacético,
Dinitrofendis (Almeida, 2009).

Ja a toxicidade, ¢ medida através da Dose Média Letal (DL50) que seria a dose
necessaria para matar 50% dos animais de teste (Barrigosi, 2018). Entretanto, apesar de ser
aplicada a dosagem minima e de proteger as culturas agricolas de pragas e agentes
patolégicos, estes ainda assim podem causar danos ndo so a salde humana, mas também a
organismos ndo-alvo e ao meio ambiente em geral (Spadotto, 2006) (Fig.1). Além disso, 0s
testes sobre a toxicidade sdo feitos em determinados animais, geralmente ratos, o que acaba
dificultando o conhecimento sobre como esses compostos realmente impactariam outros
organismos que ndo os de teste. Também deve ser ressaltado que na ecotoxicidade,
diferentes organismos podem ter diferentes reagdes aos pesticidas, o que pode fazer com que
uma dose tolerada por um organismo seja letal para outro, mesmo nas quantidades sugeridas

para aplicacdo (Brusamarelo, 2018)
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Figura 1: Efeitos dos agrotoxicos na salide humana e no meio ambiente. Fonte: Soares e Porto (2007)

Ademais, as pragas mais resistentes geneticamente aos agrotdxicos resultam por
sobreviver e se reproduzir originando uma populacdo mais tolerante aos efeitos dos
agrotoxicos. Somado a isso, pode haver a eliminacdo dos predadores naturais das pragas, 0s
quais seriam responsaveis por regular o tamanho populacional normal destes organismos no
ecossistema. Como consequéncia, pode ocorrer um aumento da populacéo das pragas, com

organismos mais resistentes, tendo a necessidade de aumentar o numero e a quantidade de



pesticidas utilizados (Soares e Porto, 2007). Tal fato j& havia sido relatado por Rachel
Carson no livro Primavera Silenciosa, a qual dizia que (1969, p.20) “Assim o Homem desfaz
os controles e equilibrios intrinsecos, por meio dos quais a Natureza mantém as espécies
dentro de determinados limites”.

Os agrotdxicos podem ser aplicados em forma gasosa, solida ou liquida que é a mais
frequente (Brusamarelo et al., 2018). Neste, 0 composto é misturado com agua formando
uma calda que sera posteriormente pulverizada em cultivos agricolas (Brusamarelo et al.,
2018). Contudo, segundo Spadotto (2006), existe uma perda dos pesticidas que s&o
pulverizados, podendo atingir organismos ndo alvos sendo uma fonte de contaminagéo
ambiental em potencial (Spadotto, 2006).

Assim, o uso frequente de agrotoxicos pode causar contaminacdo do solo, aguas
superficiais e subterraneas indo parar em locais distantes de areas agricolas (Spadotto,
2006). Uma vez em contato com a agua, seus residuos podem se ligar em materiais
particulados em suspensdo ou serem absorvidos por algum organismo vivo podendo ter um
efeito tdxico e acumulativo (Copatti et al., 2009), o que pode ter como consequéncia a
alteracdo de toda uma cadeia alimentar através da pressao de selecdo em organismos, que
resulta em mudancas no funcionamento do ecossistema (Spadotto, 2006).

Como resultado, o contato com contaminantes podem acarretar em alteragdes
bioguimicas e fisiologicas de organismos (Clementes, 2000) e essas mudancas terdo como
consequéncia um maior gasto de energia na tentativa de biotransformar estes agrotoxicos
(Dornelles et al., 2014). Os chamados trade-offs sdo caracterizados pela alocagdo de
recursos em detrimento a limitagbes por fatores negativos (Monaghan; Metcalfe; Torres,
2009). O uso de reservas energéticas para suprir danos de impactos ambientais pode
prejudicar o crescimento, a reproducdo e o desenvolvimento dos animais devido a uma
menor alocacéo de energia para esses processos (Oliveira et al., 2018).

Segundo Artacho et al. (2007), as adaptacdes fisiologicas ocasionadas devido as
mudancas ambientais antropicas podem ser medidas através de técnicas de bioquimica
sanguinea, ja que metabolitos plasmaticos refletiriam o estado fisioldgico do animal e ainda
tem como vantagem a nao necessidade de mata-los. Logo, estudos com esses parametros
podem ser usados para comparar areas de referéncias com areas expostas a contaminantes.

O termo “biomarcador” j& recebeu vérias defini¢fes, sendo geralmente usado com o

objetivo de incluir qualquer mensuracdo que reflita a interagdo entre um sistema bioldgico e
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um risco potencial, o qual pode ser quimico, fisico ou bioldgico (Ron Van Der Oost, Beyer,
& Vermeulen, 2003). Peakall (1994) definiu biomarcador como sendo uma mudanca na
resposta bioldgica, desde niveis moleculares, passando pelo nivel celular e fisioldgico até
mudancas comportamentais, que pode ser relacionada a exposicdo a um determinado
ambiente contaminado. Em geral, alteracdes decorrentes da exposicdo a um poluente
apresentam maior frequéncia em nivel celular do que em niveis de alta organizacao
bioldgica, como reprodutivos e comportamentais (Ron Van Der Oost et al., 2003). Heath
(1995) sugere que quando investigacdes sobre o efeito de um poluente sobre peixes, ou
outros organismos, forem realizadas, deve-se focar no espectro de complexidade bioldgica,

como demonstrado na figura abaixo (Fig. 2).

Fungdo génica
Atividade enzimatica
Perm. de Membranas

Integridade celular e
metabolismo
Lesdes histologicas

Fungdes de 6rgdos

Homeostase

Crescimento e reproducdo

Comportamento e ecologia

Figura 2. Espectro de complexidade bioldgica no estudo do efeito de qualquer fator ambiental, incluindo
poluicdo (adaptado de Heath, 1995)

Neste trabalho, utilizaremos marcadores ligados ao metabolismo, a funcdo hepatica,
enddcrina e ao balanco oxidativo sanguineo. A maioria dos pesticidas causa reacfes
metabolicas e a hepatotoxidade pode ser um dos primeiros efeitos toxicos (Hernandez et al.,
2013). Contudo, o uso de marcadores ligados ao metabolismo intermediario e ao sistema
enddcrino para testes toxicoldgicos e/ou como marcadores de alteragdes ambientais ainda é
muito restrito.

Existem alguns trabalhos em lagartos que abordam parédmetros do metabolismo
intermediario, como niveis de glicose, lipidios, triglicerideos, proteinas e acido Urico,
associados ao ciclo circadiano e a sazonalidade, estabelecendo conexdes entre o ciclo de

vida da espécie em estudo com varidveis ambientais, como a temperatura e o fotoperiodo
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(Bennett and Dawson, 1976; Gilles e Cruz, 1981; Southwood et al., 2006; Williard and
Harden, 2011; Oliveira et al. 2018). Os niveis e estratégias de alocacdo destes recursos
energéticos tém um papel importante na reproducdo, no crescimento e na capacidade de
sobrevivéncia dos animais.

A glicose ocupa uma posicao central no metabolismo de plantas, animais e muitos
microorganismos; sendo relativamente rica em energia potencial atuando como um bom
combustivel para o organismo. A glicose pode ser armazenada na forma de um polimero de
alta massa molecular (glicogénio), onde a célula pode estocar grandes quantidades desta
hexose. Quando a demanda de energia aumenta, a glicose é liberada destes polimeros de
armazenamento intracelulares e utilizada para produzir ATP, de maneira anaerdbia ou
aerdbia (Nelson e Cox, 2014). A glicose também é uma molécula precursora extremamente
versatil, capaz de suprir uma enorme variedade de intermediarios metabdlicos em reagdes
biossintéticas.

O estudo de lipidios também ¢é relevante em trabalhos acerca do metabolismo
intermediario, uma vez que tais compostos sdo fundamentais na estruturacdo e manutencéo
da integridade fisiologica de membranas celulares, alem de apresentarem um papel no
transporte de substratos através do sistema circulatério tanto de invertebrados como
vertebrados (O"Connor e Gilbert 1968). Este fato os torna bons marcadores, pois o0 contato
com contaminantes altera a estrutura quimica e celular dos triglicerideos, o que acaba
ocasionando uma diminuicdo das reservas energéticas do animal, essencial para a
sobrevivéncia (G.El-Banna et al., 2009).

A quantidade de proteinas totais também pode ser alterada com a exposicdo a
contaminantes como 0s agrotdxicos, isso porque acorre aumento da protedlise com a
finalidade de suprir as alteracbes metabdlicas ocorridas (Ganeshwade, 2012). A albumina é a
proteina mais abundante no plasma e pode-se encontrar alterada caso haja dano hepatico, ja
que a mesma é sintetizada principalmente pelo figado, um decréscimo nos seus niveis pode
acontecer devido a anorexia e a elevagdo devido a danos hepaticos, desidratacdo e
vitelogénese (Divers; Cooper, 2000). O acido Urico é a principal excreta nitrogenado dos
répteis, é considerado produto do metabolismo intermediario refletindo um equilibrio entre
as vias desse sistema além de atuar como uma molécula antioxidante (Oliveira et al., 2018).

O figado desempenha inimeras fungdes, ndo obstante ele seja, igualmente, um érgéo

discreto com muitas de suas fungdes se relacionando reciprocamente, possui uma elevada
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taxa metabolica, sintetizando e processando multiplas substancias que séo transportadas para
outras areas do corpo. Quase toda a sintese de lipidios a partir dos carboidratos e proteinas
ocorre no figado. A funcdo do figado nos répteis varia de acordo com a idade e maturacéo
reprodutiva, mas sdo basicamente metabolismo de glicogénio, producdo de &cido Urico,
proteinas e reservas de gordura, sendo estas maiores em fémeas que em machos (Divers et
al., 2000).

Além disso, a biotransformacdo de diversas substancias exogenas e enddgenas
como, por exemplo, diversos horménios secretados pelas glandulas enddcrinas que sdo
quimicamente alterados ou excretados pelo figado, incluindo a tiroxina, o cortisol, entre
outros. A lesdo hepatica pode levar ao excesso de acumulo de um ou mais horménios,
provocando uma hiperatividade dos sistemas hormonais, e assim, alterando o
desenvolvimento, padrdes de crescimento e reprodutivo (Guyton, 2006; Moyes e Schulte,
2010). No geral, é no figado que os xenobidticos, como o0s agrotoxicos, sdo metabolizados;
sendo o mesmo, responsavel pela regulacdo da glicose que pode ter suas concentracfes
alteradas ao entrar em contato com um contaminante (Keller et al., 2004).

A enzima Gama GT, é encontrada primariamente no sistema hepatobiliar, alteracdes
em sua atividade levam a mudancas na atividade de fosfatase alcalina e transaminases, o que
faz que para um diagnoéstico de dano hepético estas sejam analisadas conjuntamente. A
alanina aminotransferase € uma que enzima que tem como fungdo catalisar a reacdo de
transaminacdo reversivel de alanina e 2-cetoglutarato em piruvato e glutamato utilizando
como cofator o piridoxal-fosfato (Batista, 2016). N&o € caracterizada por ser uma enzima
estritamente hepartoespecifica, tendo em vista que a mesma também é encontrada na massa
muscular esquelética estriada e cardiaca, além de rins e eritrdcitos (Batista, 2016).

Batista (2016) relata que em cées e gatos, 0S quais possuem maiores quantidades
desta enzima que outras espécies, podem ter a lesdo hepatocelular induzida, além da
liberacdo de ALT na corrente sanguinea por transtornos como hipoxia, acimulo de lipideos
hepéticos, doengas bacterianas e virais, inflamagdes, neoplasias hepaticas, endo e exotoxinas
e medicamentos. Hernandez et al. (2013) também mostrou que niveis de ALT se mostraram
elevados em trabalhadores rurais expostos a pesticidas, o que pode ser considerado uma
exotoxina por exemplo.

Ap0s ocorrer a lesdo hepética, a ALT tem seus niveis aumentados com o pico de
liberacdo apds 3 a 4 dias e o retorno basal ocorre em até 14 dias (Gonzalez e Silva, 2006). A
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meia vida da ALT varia de acordo com o organismo, sendo de 17 a 60 horas em cées, de 3,5
horas em gatos, além de poder ter seu aumento imperceptivel em animais com lesdes
crénicas (Thrall et al., 2015).

A fosfatase alcalina (FAL) tem como fungdo catalisar a hidrolise de ésteres do acido
fosforico, mas apesar de sua maior quantidade de origem sérica ser encontrada no figado,
assim como a ALT, ndo é uma enzima hepatoespecifica e pode ser encontrada em outros
tecidos também com concentracdes elevadas sendo eles rins e intestino (Gonzalez e Silva,
2006).

Ao longo dos anos tém aumentado a preocupacdo com os efeitos quimicos da
desregulacdo endocrina causada por contaminantes, entre estes 0s agrotdxicos, o que
conduziu a comunidade cientifica a busca por modelos de vertebrados apropriados para
avaliacdo de risco, tornando-se isto uma prioridade. Além disso, o estresse fisiologico pode
provocar a secrecdo de glicocorticoides em vertebrados (Meylan et al., 2010) onde a
corticosterona, principal glicorticbide em répteis, causa um desequilibrio imunolégico
(Mcewen et al., 1997); ajustes metabdlicos que podem conduzir a um aumento da glicemia
por inibir a captacdo de glicose nos tecidos periféricos e/ou aumentar a sintese deste
monossacarideo pela gliconeogénese hepatica, a mobilizagdo das reservas lipidicas e
protéicas (Wilkens; Valgas; Oliveira, 2019), e modulacdo de pro e antioxidantes, podendo
conduzir a um aumento da formacdo de espécies reativas ao oxigénio (ERO) com
consequente incremento da lipoperoxidacéo (Lin et al., 2004; Betteridge, 2000).

Parametros ligados ao status oxidativo dos animais tém sido muito utilizados em
pesquisas de biomonitoramento em ambiente aquatico e terrestre, principalmente com peixes
e abelhas, mas ainda sdo escassos 0s estudos utilizando lagartos, principalmente de espécies
nativas, do Brasil. As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas derivadas do
oxigénio molecular (O2) que participam de alguns processos fisiologicos importantes como
fertilizacdo, bioluminescéncia ou producdo de toxinas de defesa, sendo produzidas
naturalmente pelos organismos aerobios assim como induzidas por desequilibrios
fisiologicos (patologias) como também, por alteragdes ambientais. Por outro lado, as EROs
podem ser altamente nocivas devido a sua capacidade de oxidar lipidios de membrana,
proteinas e DNA (Betteridge 2000; Halliwell & Gutteridge, 2007; Bonzini et al., 2008;
Paskova et al., 2011; ). Assim, daremos énfase a quantificacdo dos produtos da oxidacao de
lipidios ou lipoperoxidacéo, através da quantificacdo do TBARS.
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Quando existe um incremento na formacdo de EROs sem sua devida metabolizacéo
pelo sistema antioxidante (enzimatico e ndo enzimatico) pode ocorrer o que chamamos de
estresse oxidativo (Reguera et al., 2015); assim, estas moléculas pré-oxidantes (EROSs)
podem oxidar substratos endégenos como o DNA, as proteinas e os lipidios (Zhang et al.,
2015). Dentre as defesas antioxidantes enzimaticas mais estudadas temos a superdxido
dismutase (SOD) que catalisa a dismutacdo do anion suoperéxido a peroxido de hidrogénio
e oxigénio, e a catalase (CAT) que remove o peroxido de hidrogénio quando presente em
altas concentragcfes, além da glutationa peroxidades que metaboliza tanto peroxidos
organicos como inorganicos (Betteridge, 2000). J& os antioxidantes ndo enzimaticos incluem
varias substancias de baixo massa corporal molecular de natureza lipofilica, como a
vitamina E, o beta caroteno, os estrégenos; ou de antioxidantes de natureza hidrossollvel,
como a glutationa, o ascorbico e o acido Urico que interrompem a propagacao de reagdes
auto-cataliticas causadas pelos radicais ou espécies reativas (Zanette et al., 2015).

Dentre as enzimas de biotransformacdo que atuam em rotas de excrecdo de
substancias endo e xenobidticas e, protegem as células contra toxicidade quimica e estresse,
mantendo a homeostase celular, pode-se destacar as glutationas S-transferases (GSTs). Esta
familia multifuncional de enzimas atua catalisando a conjugacao da molécula de glutationa a
varias outras moléculas; assim, as GSTs desempenham varios papeis fisiologicos, tais como
sequestro e transporte de compostos hidrofébicos enddgenos, os quais incluem hormonios
esterdides, heme, bilirubinas, acidos da bile e seus metabdlitos (Freitas et al., 2008). A
glutationa-S-transferase, esta pode ter sua atividade alterada frente a um estressor, como foi
visto em girinos de rd touro por Wilkens et al. (Wilkens; Valgas; Oliveira, 2019).

Apesar de os parametros bioquimicos sanguineos serem usados com frequéncia para
avaliar a salde de animais, em répteis ainda € muito pouco conhecido (Viana et al., 2014).
Em uma revisdo feita por Hopkins (2000), foi visto que em um periodo de dez anos, entre
todos os artigos publicados de vertebrados sobre ecotoxicologia, 0 que menos havia

publicacdo era o dos répteis (Quadro 1).
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Quadro 1: Numero de artigos publicados de vertebrados sobre ecotoxicologia do ano de 1990 a 1999. NUmero
em parénteses se trata de revisdes. Tirado de Hopkins (2000).

Ana Passaros Mamiferos Peixe Anfibios Repteis
1930 16(24) 3(5) 45 (68) 2(3) 1(2)
1931 15(24) 12 (19) 32 (60) 1(2) 00
1992 12(19) 8(12) 52 (78) 2(3) 0[m
1993 22 (30) a2 44 (60} 34 1(1)
1934 23(25) 16(17) 52 (57) 7(8) 00
1995 19(19) 10{10) &0 (0] & (8] 27
1938 22 (25 10(11) 57 (64] 3(3) o[
1337 26(21) 12 (10) 20 (58) 27 3(2)
1998 36(29) 13{10) 65 (5E) 15(12) 403"
1992 28 (20 18(13) 21 (55) 16(12) 101
Totais 220 (24) 111 (12) 573 (62 B3(7) 12{1)

Nos Ultimos anos, a populacédo de répteis vem sofrendo um declinio global (Sousa et
al., 2010). Os habitats destes animais, com frequéncia, se encontram em locais de areas
agricolas (Wagner et al., 2015), sendo assim um dos possiveis fatores que pode estar
contribuindo para esta diminuicdo € o contato com pesticidas (Weir et al., 2015). Além
disso, o fato de os répteis serem sensiveis as mudancas ambientais faz com que estudos
como este sejam importantes para que possam servir como bioindicadores (Raphael et al.,
1994). Muitos répteis sdo predadores de topo de cadeia, possuem alta longevidade e o fato
de terem uma area de vida curta fazem com que esses animais sejam essenciais em estudos
com contaminantes e bioacumulagdo (Hopkins, 2009).

A familia Teiide € caracterizada por possuir espécies com grandes e regulares
escamas na cabecga e a lingua bifida (Vitt et al., 2008). Estudos recentes comprovaram
divergéncia de espécies dentro do género Tupinambis o que resultou em outros dois:
Tubinambis e Salvator (Harvey et al.,2012), sendo este ultimo foco do estudo presente. A
espéecie Salvator merianae (Fig. 3) tem uma ampla distribuicdo na América do Sul e é
considerada a maior espécie em tamanho dessa regido, podendo alcangar até 500 mm de

comprimento (Winck, 2007).
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Figura 3: Individuo de Salvator merianae. Fonte: Vieira (2016, p.55)

E uma espécie diurna com picos de atividades entre 0 meio dia e 0 meio da tarde
(Hatano et al., 2001). Costuma ter um periodo de hibernacao que vai de abril a setembro e
uma alimentagdo onivora e oportunista (Kiefer et al., 2000). A area de vida varia de acordo
com a idade de maturagéo, sendo os juvenis de 0,211 ha, fémeas com 0,298 + 0,655 ha e
machos 3,32 + 5,87 ha (Vieira, 2016).

O lagarto Salvator merianae, popularmente conhecido como TeiU, estd presente em
areas expostas a contaminantes como em cultivos agricolas o que o torna uma espécie com
potencial bioindicador em &reas de utilizagdo de agrotdxicos (Schaumburg et al., 2016).
Ademais, no Brasil a aplicacdo de agrotoxicos é realizada no periodo de primavera e verao
que sdo as estacdes reprodutivas do Salvator merianae (Schaumburg et al.,2016) e segundo
Russel et. al, juvenis de répteis seriam mais vulneraveis que os adultos ao se tratar de
toxicidade de contaminantes (Russel et al., 1999).

Além de serem considerados sensiveis a alteracbes ambientais o que tem como
consequéncia mudancas fisioldgicas, a S. merianae possui ovos de casca flexivel para a
absorcgdo de &gua durante a incubacdo o que pode permitir que sejam expostos a compostos
como pesticidas (Schaumburg et al., 2016). Eisenreich et al. (2012) relata também uma

transferéncia de contaminantes maternos para 0s ovos em répteis, e 0s ovos eclodidos que
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tiveram em contato com estes contaminantes apresentaram aumento de mortalidade além de
deformidades em juvenis.

A reproducdo de Salvator merianae, assim como de Tupinambis rufescens, é
caracterizada por ter somente uma oviposicdo no ano variando entre 20 a 50 ovos
dependendo do tamanho da fémea e uma incubacdo de 65 a 75 dias (Chamut et al., 2012).
Entretanto, nem todas as fémeas que acasalam resultam em oviposic¢ao (Donadio e Gallardo,
1984; Garcia-valdez et al., 2016) e o fato de terem comportamentos complexos na
construcdo do ninho, além da incubacdo dos ovos (Garcia-valdez et al., 2016), faz com que
0 custo energético reprodutivo de fémeas seja bem alto. A espécie também apresenta
comportamentos reprodutivos de corte, cOpula e territorialidade, este Gltimo responsavel
pela maior area de vida dos machos (Chamut et al., 2012; Garcia-valdez et al., 2016).
Contudo, dados sobre o ciclo reprodutivo da espécie ainda sdo escassos.

O fato de S. merianae serem répteis ectotérmicos ou endotérmicos facultativos na
estacdo reprodutiva faz com que o contato com agrotdxicos possa diminuir o seu
metabolismo que ja é baixo por natureza, diminuindo assim sua eficiéncia metabdlica,
entretanto mais dados sdo necessarios para determinar se as diferencas fisioldgicas e
metabdlicas estdo relacionadas com a toxicidade de contaminantes (Weir et al., 2015).

Apesar de uma ampla distribui¢do geogréafica, pesquisas com Salvator merianae sao
escassas. Um estudo sobre a fisiologia desta espécie em areas de referéncia e expostas, fora
do periodo de hibernacdo pode contribuir para que medidas sejam tomadas auxiliando na
conservacao da espécie.

Assim, o objetivo deste trabalho foi comparar possiveis alteracbes em parametros
bioquimicos e fisiolégicos de Salvator merianae em éareas com diferentes niveis de
exposicdo a agrotoxicos. Os biomarcadores estabelecidos para o diagnéstico de impacto
ambiental nesta espécie de lagarto de grande porte tipico da América do Sul sdo marcadores
de funcéo hepatica plasmatica como albumina (ALB), alanina transaminase (ALT), fosfatase
alcalina (FAL), gama glutamil transpeptidase (GGT); de metabolismo intermediario (glicose
sérica (GLI), proteinas totais (Pt), &cido urico (AU), triglicerideos (TGL), VLDL);
enddcrino, como a corticosterona (COR); e de balango oxidativo sanguineo através da
quantificacdo do TBARS, glutationa-S-transferase (GST), e da atividade da superoxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT).
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2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em parceria com o Laboratério de Herpetologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, na figura da professora Dra. Laura Verrastro.

Foram realizados esforcos amostrais para coletas de sangue em Salvator merianae em
uma area de cultivo de milho com rotacéo de cultura com soja exposta a agrotoxicos e uma
area de referéncia na Estacdo Experimental Agronémica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (EEA-UFRGS), no periodo de dezembro de 2018 a mar¢co de 2019 e de
agosto de 2019 a janeiro de 2020.

2.1. Licencas

O projeto foi executado apo6s obtencdo das licencas de manipulacdo de animal vivo e
coleta de sangue pelo Instituto Chico Mendes de Conservacgdo da Biodiversidade (ICMBio),
sob registro 66925-1, e da Comissio de Etica no uso de animais da PUCRS, além do registro
de acesso ao patrimdnio genético obtido junto ao Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN: A4036FB).

2.2 Area de estudo

A Estacdo Experimental Agronémica da UFRGS esta localizada na Rodovia BR-290, km
146, Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul -30°05°29°’S e 51°40°15,4°°0O (Fig. 4) (UFRGS,
2018). Possui um total de 1560 hectares, onde sdo desenvolvidas pesquisas como areas de
lavouras e areas preservadas de bioma da Depresséo Central do RS (UFRGS, 2018).
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Figura 4: Mapa de localizagdo da Estacdo Agrondmica da UFRGS.Fonte: UFRGS (2018)

Para as coletas de sangue de Salvator merianae, foram escolhidas duas areas, uma
exposta a agrotoxico em um cultivo de milho e soja (30°05°09”’S 51°40°56”0) e uma de
referéncia, sem exposi¢do (51°05°17”S 51°40°13”0) (Fig. 5) garantindo uma distancia
entre elas (aproximadamente 2 km) maior que a maior area de vida da espécie, cerca de
5,87 ha. Outros cultivos proximos da area de referéncia com aplicacdo de pesticidas
possuem uma distancia de aproximadamente 1 km, porém também se encontram fora do
raio da maior area de vida dos lagartos. A possibilidade de serem adicionados como
pontos de estudo foi descartada pelo fato de ndo terem sido encontrados lagartos nestas
regides.

Na area exposta sdo aplicados os agrotdxicos contendo os seguintes principios
ativos: glifosato; 2,4-D; metsulfuron metila e paraquat, todos com acdo herbicida, nos
meses de janeiro, fevereiro, maio, junho, julho, outubro e novembro. A caracteristica de
ambas as areas foram semelhantes, com algumas arvores e habitacdes antropicas
proximas. Vale ressaltar que inicialmente, havia sido escolhido um terceiro ponto de

amostragem dentro de um pomar onde a quantidade de agrotoxicos aplicada era maior
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do que a da area exposta escolhida. Entretanto, ndo houve a captura de nenhum animal, o

que fez com que esta area também nédo pudesse ser utilizada no trabalho.

Figura 5: Mapa de localizagdo das areas de coleta de Salvator merianae em cultivo de milho e soja na
Estacdo Agronémica da UFRGS.

O fato de ndo ser um estudo em laboratério, ter as areas escolhidas para estudo de
certo modo préximas é vantajoso, tendo em vista que, ao estudar alteracdes fisioldgicas,
mudancas minimas nas condi¢des meteorolégicas podem ter alguma interferéncia nos
resultados. O clima da regido se caracteriza por ser iumido e quente (Vieira et al., 2015).
Dados da temperatura, umidade relativa do ar, radiacdo, precipitacdo e velocidade dos
ventos foram obtidos junto ao Instituo Nacional de Meteorologia (INMet) (Tabela 1)
para Porto Alegre, distante 56 Km de Eldorado do Sul.

Tabela 1: Pardmetros abidticos observados durante o ciclo anual para a regido da grande Porto alegre, onde
esta incluida a area de coleta dos animais. Os resultados séo expressos como a média + erro padrio.

Hibernagdo Poés-hibernagdo
Outono Inverno Meédias hibernagdo Primavera Verdo Média Pos-hibernagdo
Temperatura (°C) 21,296+1,164  15,900+1,403 18,598 19,330+1,561 25,539+0,955 22,434
Umidade Relativa do ar (%) 84,774+£3,340  78,119+1,833 81,446 76,120+1,523 70,083+3,206 73,101
Precipitacao (mm)  0,258+0,075 0,127+0,026 0,192 0,208+0,081 0,228+0,147 0,218
Velocidade do vento (m/s)  1,408+0,098 1,277+0,065 0,753 1,560+0,057 1,638+0,111 1,599
Radiagdo (kJ/m?) 625,696+95,677 477,299+53,528 551,497 812,571+£70,191 1095,544+73,789 954,057
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2.3 Captura dos animais

Foi obtido um N total de 28 animais, sendo trés juvenis de area exposta e 9 de referéncia,
3 fémeas de area exposta e 4 de referéncia, e 3 machos de area exposta e 5 de referéncia,
tendo apenas uma recaptura. Todos os animais capturados foram pesados, medidos,
marcados e liberados apds a coleta de sangue, nenhum animal veio a ébito apds a coleta de
material biol6gico. Os parametros bioquimicos foram quantificados em triplicata. O nimero
de animais foi semelhante a dados obtidos na literatura para a mesma espécie de lagarto
(Tabela 2).

Tabela 2: Nimero de animais de S.merianae utilizados em trabalhos encontrados na literatura.

Autor N*  Objetivo do trabalho

Zenaetal., 2019 20 Variacdo sazonal de marcadores metaboélicos

Sazonalidade

Klein et al. 2003 27 Fisiologia respiratoria

Ribas, ER; 2005 8 Variacao sazonal da temperatura corpérea
Schaumburg et al, 2012 20 Biomarcadores de genotoxicidade

Zenaetal., 2020 22 Correlacdo entre variacdo hormonal e ciclo de

atividade e temperatura do corpo

Os individuos foram capturados mensalmente fora do periodo de hibernacéo, através
do uso da armadilha Schramm, duas unidades e Tomahawk, 12 unidades. Foram
colocadas sete armadilhas em cada érea, as quais foram espalhadas aleatoriamente em
ambos os locais a fim de abranger todas as classes etarias (juvenis, fémeas e machos).
Estas armadilhas foram revisadas de uma em uma hora no periodo entre 8:00 e 18:00
horas.

A separacdo em machos e fémeas foi feita através de dimorfismo sexual onde o
macho apresentar musculos pterigomandibulares hipertrofiados formando uma papada
bem aparente, ausente em fémeas (Donadio e Gallardo, 1984). Além disso, fémeas e
machos adultos apresentam uma média de tamanho de CRC de 35,95 + 2,8 cm e de

37,51 +£3,17 cm respectivamente (Oliveira, 2015). Para evitar a coleta de sangue em
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individuos ja capturados no mesmo més, os animais foram marcados com etiquetas

numeradas antes da soltura (Fig.6).

Figura 6: Individuo de S. merianae marcado com etiqueta de identificacéo pré-soltura.

2.4 Medidas corporais e coleta de sangue

Os animais tiveram o comprimento rostro-cloacal (CRC) e comprimento caudal (CC-
iniciado a partir da cloaca) medido com o auxilio de uma fita métrica e a massa corporal
determinada com uso de dinambémetro. A medida do comprimento total (CT) foi
calculada através de valores de CRC+CC. J4 a relagdo massa/CT e relagdo massa/CRC
foi calculada através da divisdo da massa corporal do animal pelo CT ou CRC.

A técnica utilizada para a coleta de amostra de sangue para as analises foi por
puncdo cardiaca com seringa heparinizada, sem a necessidade de eutanasia dos animais.
A quantidade de sangue coletada foi aproximadamente de 0,5-1 ml/ animal, nunca

excedendo 10% da massa corporal (Sykes et al., 2015).
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Ap0s coletado, o sangue foi acondicionado em tubos cénicos (falcons), misturado
com heparina e mantido sob refrigeracdo até decantacdo dos elementos celulares. Apos
24 horas, o plasma foi retirado com pipeta Pasteur e imediatamente congelado em
freezer -20°C, as células sanguineas que compdem o precipitado também foram
congeladas; armazenadas em caixas térmicas até serem levados para o laboratorio de
Fisiologia da Conservacdo da PUCRS onde ficaram congeladas em freezer a -80°C até

serem processadas. (Oliveira et al., 2018).

2.5 Marcadores de funcéo hepatica

A determinacéo de albumina foi feita pelo método de verde de bromocresol (Doumas
et al., 1970) através de soro sanguineo. A albumina tem propriedades de se ligar a
moléculas complexas de corante de verde de bromocresol, quando isso acontece um
desvio do pico de absorcao é promovido e a cor formada é medida colorimetricamente
em 630 nm (BIOTECNICA).

A alanina transaminase (ALT) catalisa a transferéncia do grupo amina da alanina
para o cetoglutarato resultando na formacdo de glutamato piruvato. Com a acdo da
lactato desidrogenase (LDH), o piruvato é reduzido a lactato e a coenzima NADH é
oxidada a NAD ocorrendo reducdo na absorbancia de 340 nm o que é diretamente
proporcional & atividade de ALT na amostra de plasma (BIOTECNICA).

A fosfatase alcalina (FAL) do plasma hidrolisa o p-nitrofenilfosfato liberando p-
nitrofenol e fosfato. A quantidade da enzima presente na amostra ¢ determinada pela
velocidade de formacdo de p-nitrofenol que é medida fotometricamente em 405 nm
(BioTécnica).

A gama glutamil transpeptidase (GGT) catalisa a transferéncia do grupo glutamil
para a glicilglicina formando p-nitroanilina, a qual a quantidade formada apresenta
absorbancia elevada em 405 nm. Este é diretamente proporcional a quantidade de GGT
na amostra de plasma (BIOTECNICA).

2.6 Marcadores de metabolismo intermediério e endocrino
A glicose foi quantificada pelo método da glicose oxidase que catalisa a oxidacdo da
glicose (GLI) presente na amostra formando perdxido de hidrogénio que vai reagir com

4-aminoantipirina e fenol através de uma reacdo oxidativa de acoplamento. Desta reacao,
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vai ser originado quinonimia, um composto de cor rosa, a qual a intensidade da cor sera
proporcional a concentracdo de glicose sérica na amostra de plasma (BioTécnica).

As proteinas totais do soro foram determinadas pelo método de biureto através do kit
comercial de proteinas totais da BioTécnica. O método consiste em solucbes de
proteinas colocadas em um meio alcalino e diluidas em ions cupricos formam colorac6es
que variam de rosa a purpura quando ocorre a formacdo de um complexo de ios de cobre
e nitrogénio proveniente das ligacdes peptidicas, tendo uma absorcdo de 550 nm
(Freiman et al., 1999).

O acido drico (AU) plasmatico foi determinado pela oxidacdo em alantoina e
peréxido de hidrogénio pela enzima uricase. O perdxido de hidrogénio formado reage
com o reagente fendlico DHBS e 4-aminoantipirina na presenca de peroxidase
originando o composto rosa quinonimina. Assim sendo, a intensidade da cor serd
diretamente proporcional a concentracdo de AU na amostra (BioTécnica).

Os triglicerideos (TGL) plasmaticos sdo determinados quando a lipoproteina lipase
hidrolisa as triglicérides liberando glicerol livre, que através da acdo da enzima glicerol
quinase serd convertido em glicerol-3-fosfato. Este é oxidado a dihidroxiacetona e
perdxido de hidrogénio. Apos isso, ocorre uma reacdo de acoplamenento entre peroxido
de hidrogénio, 4- aminoantipirina e 4-clorofenol pela catélise de peroxidase, produzindo
quinonimina que tem absorbancia maxima de 505 nm. A formagdo da cor rosa é
diretamente proporcional a concentracdo de TGL na amostra (BioTécnica). A partir da
divisdo do valor dos triglicerideos por cinco foi possivel quantificar também o colesterol
VLDL.

A corticosterona € um glicocorticoide secretado pela glandula adrenal, que tem sua
expressdo aumentada em situacOes de estresse, estando sob controle do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA). Para a quantificacdo de corticosterona foi utilizado o Kit de
ELISA E-EL-0160 da Elabscience, desenvolvido para ratos e galinhas, com uma
sensibilidade de 0,24 ng/ml e uma faixa de quantificagéo entre 0,39 e 25 ng/ml g/ml;
sendo quantificada em uma absorbéancia de 450 nm. Os resultados foram logaritmizados
e expressos em ng de corticosterona/mL de plasma. Sendo calculados, com base em uma
curva padrdo estabelecida para concentragfes conhecidas do hormonio (0- 25 ng de
corticosterona/mL de plasma) (Fig.7). O ensaio de quantificagdo da corticosterona foi

realizado no mesmo dia, utilizando o mesmo kit. O coeficiente de variagdo intra-ensaio
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foi de 11,67%, calculado em réplicas obtidas no ensaio com os padrdes e todas as

amostras.

Y=-0,083.In(X)+ 1,741

Densidade Otica

— —
0 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30
Concentragdo de Corticosterona (ng/miL)

Figura 7: Curva padréo de Corticosterona obtida no ensaio hormonal.

2.7 Balanco oxidativo

Os parametros de balango oxidativo foram quantificados em lisado de células
hematicas em uma proporcdo de 1ml de células para 6ml de tampéo fosfato (20mM)
acrescido de cloreto de potassio (140mM) e PMSF (ImM) em pH de 7.4. Apds a
homogeneizacdo das células com turrax estas foram submetidas a uma centrifugacédo de
10.000 rpm por 10 minutos e sob refrigeracédo (4°C).

Os niveis de lipoperédxidacao (LPO) foram determinados pela sua condensacdo com
0 é&cido tiobarbitdrico (TBARS). Os produtos derivados formados podem ser
determinados em absorbancia de 532 nm conforme método descrito por Lima et al.
(2001).

A SOD é determinada pela técnica de inibicdo do radical superéxido com a
adrenalina. Entretanto, ndo é possivel determinar a concentracdo desta enzima; sendo
utilizada assim, uma quantificagdo em unidades relativas que € definida como a
quantidade de enzima que inibe 50% a velocidade de reducdo da adrenalina. A
concentracdo de SOD é expressa em U de SOD por mg de proteinas-t (Oliveira, 2015).
A atividade de CAT foi determinada pelo método de decomposicdo de peroxido de
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hidrogénio em uma absorbancia de 240 nm de acordo com Boveris et al. (1973) e os
resultados foram expressos em pmoles por mg de proteina (umoles de H202) por min.

A atividade da enzima Glutationa S-Transferase (GST) foi medida de acordo com o
método descrito por Boyland & Chasseaud (1969), através da quantificacdo da
conjugacdo do 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH),
catalisada pela GST, produzindo um composto que pode ser detectado em 340nm; onde
a atividade da GST se da de acordo com o aumento nos valores da absorbancia, e é
proporcional a velocidade de producdo do composto conjugado (Habig; JAkoby, 1981).
Desta atividade é descontada a reacdo basal, obtida pela leitura da reacéo entre a GSH do
ensaio e a presenca da amostra e posteriormente é colocado o CDNB. O ensaio
enzimatico é realizado em tampao fosfato de potassio (KPi) 100 mM, EDTA 1 mM, pH
7,0 contendo 1 mM GSH e 1 mM de CDNB. A atividade da GST é expressa como

mmoles de conjugado CNDB.min™*.mg proteina™.

2.8 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos com média + erro padrédo, sendo estes testados
quanto a sua distribuicdo através do teste de normalidade de Kolmogorof-Smirnov. Os
resultados obtidos para cada categoria (juvenis, fémeas e machos) foram comparados
entre as areas por teste T de Student para dados paramétricos ou Mann-Whitney para
ndo paramétricos. Para a comparacdo entre os resultados experimentais entre as areas
considerando todas as categorias juntas (juvenis, fémeas e machosa) foi realizado
Kruskall-Wallis seguido do teste de Dunn. Foi adotado o nivel de significancia de 5%

com as analises estatisticas realizadas com o programa BioEstat 5.0.

RESULTADOS
3.1 Medidas corporais

Foram analisadas medidas corporais de comprimento rostro-cloacal (CRC),
comprimento caudal (CC) e massa corporal. Dos resultados obtidos, s6 foram
observadas diferencgas significativas na massa corporal de juvenis (p=0,0069), com
juvenis expostos apresentando menor massa corporal que os de referéncia e no
comprimento caudal das fémeas (p=0,0193), que eram significativamente maiores na
area exposta (Tabela 3).
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Tabela 3: Parametros das médias de medidas corporais de comprimento rostro cloacal e comprimento caudal, e massa
corporal de juvenis, fémeas e machos de S. merianae. Os resultados sdo expressos como a média =+ erro padrao.

Medidas corporais
Parametros
Juvenis Machos Fémeas
Referéncia  Exposta Referéncia  Exposta Referéncia  Exposta
CRC (cm) 300,76 30+5,13 42,6+0,60  40,66+1,64 35,22+1,42  37+1,09
P=10,9479 P=0,1855 P=0,4797
CC (cm) 39,03+3,54 43,53+8,03 51,06+3,81 47,66+9,49 35,12+6,56  62,33+2,33
P=0,5791 P=10,8815 P=0,0193
Massa corporal (kg) 1,05£0,08 0,48+0,16  3,32+0,13  2,73+0,40  1,87+0,25 1,96+0,34
P=10,0069 P=0,1418 P=0,837

Medidas de comprimento total (CT), relagdo massa/CT e relacdo massa/CRC
também foram analisadas (Tabela 4). Para os juvenis, a relagdo massa/CT (p=0,0058) e
relacdo massa/CRC (p=0,0335) foram significativamente diferentes entre as areas, sendo
maior na area de referéncia. Foi observada diferenga significativa no CT de fémeas
(p=0,0339), sendo estas maiores em area de referéncia em relacdo as fémeas da area
exposta, porém, ndo diferem quanto a relacdo massa/CT e relacdo massa/CRC. Ja nos

machos, nenhuma diferenca significativa foi observada nesses parametros.
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Tabela 4: Pardmetros das médias de medidas corporais de comprimento total (CT), relacdo massa/CT e relagdo

massa/CRC em fémeas e machos de S. merianae.Os resultados foram expresso como média + erro padrao.

Darametros Medidas corporais
Juvenis Machos Fémeas
Referéncia Exposta Referéncia Exposta Referéncia Exposta

CT (cm) 69+3,59 74+13,16  93,66+4,26 88,33+8,91 70,32+7,15 99+2,92
P=1 P=0,5605 P=0,0339

Relacédo massa/CT 15,23+0,99 7,23+2,76  35,76+2,34 31,50+4,98 22,84+1,86 19,84+3,48
P=0,0058 P=0,4058 P=0,4493

Relacdo massa/CRC 34,78+2,21 17,67+6,81 77,88+2,55 66,68+7,60 45,15+4,43 53,22+8,14
P=0,0335 P=0,1364 P= 10,3907

3.2 Marcadores de funcéo hepética

N&o houve diferenca significativa entre as areas para 0s juvenis quando se refere a
fosfatase alcalina (p=0,4634) (Fig.8), ALT (p=1) (Fig.8), Gama GT (p=0,4321) (Fig.8) e
albumina (p=0,3861) (Fig.8). As fémeas também n&o diferiram entre area exposta e de

referéncia para fosfatase alcalina (p=0,4386) (Fig.9), alanina transaminase (p=0,6171)
(Fig.9), Gama GT (p=0,0782) (Fig.9) e albumina (p=0,1213) (Fig. 9). O mesmo
aconteceu para 0s machos com fosfatase alcalina (p=0,1309) (Fig.10), alanina
transaminase (p=0,4273) (Fig.10), Gama GT (p=0,6434) (Fig.10), albumina (p=0,894)

(Fig.10).
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Figura 8: Valores de &rea exposta e de referéncia para fosfatase alcalina, alanina aminotransferase, gama
GT e albumina de juvenis de S. merianae. Foi utilizado um N de 9 animais para &rea de referéncia e 3 em
area exposta para fosfatase alcalina e albumina, 8 na &rea de referéncia e 3 na exposta para alanina
aminotransferase e Gama GT. As barras representam as médias + erro padrdo e letras diferentes
representam diferencas significativas para um p< 0,05.
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Figura 9: Valores de area exposta e de referéncia para fosfatase alcalina (FAL), alanina aminotransferase
(ALT), gama GT e albumina (ALB) de fémeas de S. merianae. Foi utilizado um N de 4 para area de referéncia
e 3 animais em &rea exposta para fosfatase alcalina e albumina, 3 na area de referéncia e exposta para Gama
GT, 4 na area de referéncia e 3 na exposta para alanina aminotransferase. As barras representam as médias +
erro padrdo e letras diferentes representam diferencas significativas para um p< 0,05.
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Figura 10: Valores de area exposta e de referéncia para fosfatase alcalina (FAL), alanina aminotransferase
(ALT), gama GT e albumina (ALB) de machos de S. merianae. Foi utilizado um N de 5 para area de
referéncia e 4 animais em &rea exposta para fosfatase alcalina e albumina, 4 na area de referéncia e exposta
para Gama GT, 5 na area de referéncia e 4 na exposta para alanina aminotransferase. As barras representam
as médias + erro padréo e letras diferentes representam diferencas significativas para um p< 0,05.

3.3 Marcadores de metabolismo intermediario e endécrino

N&o houve diferenca significativa entre as areas para as proteinas totais plasmaticas
(p=0,0894) (Fig.11) dos juvenis. Contudo, h& diferenca significativa (p<0,05) (Fig.11)

para o &cido Urico entre os juvenis coletados na area exposta e de referéncia, com valores

menores encontrados na area exposta.

XXXiii



PT Plasma - Juvenil me/mL AU - Juvenil

mg/mL
25 4 6
da
20 - I 3 57
4 -
15 4 a
3 il
10 -+ 1
2| b
| N -
0 T 1 0 T
Referéncia Exposta Referéncia Exposta

Figura 11: Valores de proteinas plasméticas e &cido Urico para juvenis de S. merianae em &rea exposta
(N=3 para PT e AU) e de referéncia (N=9 para PT e AU). As barras representam as médias + erro padrdo e
letras diferentes representam diferencas significativas

Em relagdo as proteinas totais plasméticas das fémeas, foi observada uma diferenca
significativa (p=0,033) (Fig.12), sendo estas maiores na area exposta. Para os valores de
acido urico (p=0,2008) (Fig.12) ndo foram constatadas diferencas significativas para as
fémeas; j& para os valores de proteinas plasmaticas (p=0,4642) e o &acido Urico
(p=0,3172) dos machos ndo observamos diferencas quando comparamos as areas entre Si
(Fig.13). Nao foram observadas diferencas na area de referéncia ao comparar machos,
juvenis e fémeas para proteinas totais plasmaticas. Entretanto, na area exposta os juvenis
diferem das fémeas significativamente (p=0,05), com niveis mais elevados de proteinas

para as fémeas.
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Figura 12: Valores de proteinas (PT) e &cido Urico plasmaticos para fémeas de S. merianae em area exposta
(N=3 para PT e AU) e de referéncia (N=4 para PT e AU). As barras representam as médias + erro padréo e
letras diferentes representam diferengas significativas para um p<0,05
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Figura 13: Valores de proteina e &cido Urico plasmatico para machos de S. merianae em &rea exposta (N= 4
para PT e AU) e de referéncia (N= 5 para PT e AU). As barras representam as médias * erro padréo e letras
diferentes representam diferencas significativas para um p<0,05

Os niveis de corticosterona ndo diferiram significativamente (p=0,588) (Fig.14) para

juvenis entre as areas, 0 mesmo ocorreu para glicose (p=0,3515) (Fig. 14). Entretanto, o0s

valores de triglicerideos e VLDL circulante apresentaram niveis significativamente mais

elevados (p=0,0224) (Fig.14) na area de referéncia do que na exposta a agrotoxicos.
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Figura 14: Niveis plasmaticos de corticosterona, glicose (GLI), triglicerideos (TGL) e VLDL para
juvenis de area exposta (N=3) e de referéncia (N=9). As barras representam as médias * erro padrao e

letras diferentes representam diferencas significativas para um p<0,05



Em relacdo aos adultos, ndo observamos diferenca significativa para os niveis de

corticosterona (p=0,4142) (Fig.15), glicose (p=0,4574) (Fig.15), triglicerideos e VLDL
(p=0.7762) (Fig.15) no plasma de fémeas. O mesmo ocorreu para 0s machos com

valores ndo siginificativos de corticosterona (p=0,1783)(Fig.16) e de triglicerideos e

VLDL (p=0,5914)(Fig.16) entre as areas. Todavia, foi observada uma diferenca

significativamente maior de glicose (p=0,0063) (Fig.16) em machos da area exposta em

relacdo aos da area referéncia.
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Figura 15: Niveis plasmaticos de corticosterona, glicose (GLI), triglicerideos (TGL) e VLDL para fémeas de
area exposta (N=3) e de referéncia (N=4). As barras representam as médias + erro padrao e letras diferentes
representam diferencas significativas para um p<0,05
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Figura 16: Niveis plasmaticos de corticosterona, glicose (GLI), triglicerideos (TGL) e VLDL para machos
de area exposta (N=4) e de referéncia (N= 5). As barras representam as meédias + erro padrdo e letras
diferentes representam diferencas significativas para um p<0,05

3.4 Balang¢o Oxidativo

Ao se tratar de lipoperoxidagdo (LPO) em juvenis, foi constatado que os niveis deste
foram significativamente maiores (2,5 vezes) em animais da area exposta a agrotoxicos
guando comparados aqueles da area referéncia (p = 0,0001) (fig.17). No presente estudo,
fémeas (p = 0,3423)(Fig.18) e machos (p = 0,959) (Fig.19) da area exposta nao
apresentaram diferencas significativas em relagdo aos niveis de LPO quando comparados

ao grupo controle (area referéncia).
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Figura 17: Valores de lipoperoxidacao lipidica representados por TBARS para juvenis de
area exposta (N=3) e de referéncia (N=9). As barras representam as médias * erro padréo e
letras diferentes representam diferencas significativas para um p<0,05
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Figura 18: Valores de lipoperoxidacdo lipidica representados por TBARS para fémeas
de area exposta (N=3) e de referéncia (N=4). As barras representam as médias * erro
padrdo e letras diferentes representam diferencas significativas para um p<0,05

XXXViii



TBARS - Machos

p.gnc_)les/mg

—

Lo B e ¥ L A = A T B v
|

Referéncia Exposta

Figura 19: Valores de lipoperoxidacdo lipidica representados por TBARS para machos
de area exposta (N=4) e de referéncia (N=5). As barras representam as médias * erro
padrdo e letras diferentes representam diferencas significativas para um p<0,05

Em juvenis, a atividade da SOD em lagartos de ambas as areas estudadas
apresentaram valor bastante semelhante, ndo sendo a diferenca significativa (p=0,3906)
(Fig.20). O mesmo padrdo foi observado para a CAT (p=0,3151) (Fig.20), apesar dos
animais coletados na area exposta terem uma maior atividade enzimatica (1,96x maior)

que aqueles da na area referéncia.
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Figura 20: Atividade da superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) para juvenis de area exposta (N=3) e de referéncia
(N=9). As barras representam as médias + erro padrdo e letras diferentes representam diferencas significativas para um
p<0,05

XXXiX



Em fémeas da area exposta verificamos uma diminui¢do significativa da SOD
(p=0,0021) e uma nao variacao (p=0,6698) dos niveis de CAT em relacdo aos animais da
area de referéncia (Fig. 21). Em machos houve uma redugdo significativa tanto da
atividade da SOD (p=0,004) como da CAT (p=0,0281) nos lagartos da area exposta em
relacdo aos da referéncia (Fig.22).
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Figura 21: Atividade da superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) para fémeas de area exposta (N=3) e de
referéncia (N=4). As barras representam as médias * erro padréao e letras diferentes representam diferencas significativas
para um p<0,05
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Figura 22: Atividade da superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) para machos de &rea exposta (N=4) e de
referéncia (N=5). As barras representam as médias + erro padrdo e letras diferentes representam diferencas significativas
para um p<0,05

Em relagdo aos niveis de atividade da GST, verificamos um aumento significativo
(p=0,0137) (Fig.23) em juvenis da area exposta. J& 0s machos mostraram uma
diminuicdo significativa da GST (p=0,004) (Fig.24) em relacdo aos animais da area

referéncia. Além disso, verificamos que os niveis de proteinas totais nos eritrocitos de
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juvenis da na area exposta foi significativamente menor que na area de referéncia

(p=0,039).
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Figura 23: Atividade da glutationa-S-transferase (GST) e proteinas totais (PT) em eritrdcitos de juvenis coletados em area

exposta (N=3) e de referéncia (N=9). As barras representam as médias + erro padrdo e letras diferentes representam
diferencas significativas para um p<0,05
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Figura 24: Atividade da glutationa-S-transferase (GST) e proteinas totais (PT) em eritrécitos de machos de area exposta

(N=4) e de referéncia (N=5). As barras representam as médias * erro padro e letras diferentes representam diferencas
significativas para um p<0,05

Os niveis de PT nos machos estavam significativamente aumentados nos animais
expostos (p=0,0281) (Fig.24). As fémeas da area exposta ndo apresentam diferencas
entre os niveis de GST (p=0,7223) e nem de PT (p=0,5224) (Fig.25).
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Figura 25: Atividade da glutationa-S-transferase (GST) e proteinas totais (PT) em eritrocitos de fémeas de area exposta
(N=3) e de referéncia (N=4). As barras representam as médias + erro padrao e letras diferentes representam diferencas
significativas para um p<0,05

4 DISCUSSAO
4.1 Medidas corporais

Em relacdo as medidas corporais de comprimento rostro-cloacal (CRC),
comprimento caudal (CC) e massa corporal, apesar dos juvenis de &rea exposta
apresentarem um tamanho corporal semelhante aos de area de referencia, a massa
corporal dos juvenis de area exposta é 2,2 vezes menor que aqueles da area referéncia.
Tal fato nos permite sugerir que estes animais estdo desviando energia de seu crescimento
corporal para garantir sua sobrevivéncia.

Ja em fémeas, as de area exposta tém um maior comprimento de cauda e CT apesar
de terem um CRC e massa corporal semelhante as fémeas de area referéncia. Um
comprimento maior total e de cauda em fémeas da area exposta pode ser um indicativo de
que essas fémeas estdo alocando uma energia maior para seu desenvolvimento em
detrimento da reproducdo. Estudos futuros para confirmar esta possivel relacdo em S.
merianae para estes aspectos precisam ser desenvolvidos.

Diferencas significativas também foram observadas na relagdo massa/CT e relagéo
massa/CRC em juvenis entre as areas, sendo maior na area de referéncia, o que pode
sugerir uma melhor qualidade de vida na &rea sem aplicacdo de agrotoxico. J& para as
fémeas, apesar de ter sido observada diferenca significativa no CT, sendo estas maiores
em area exposta em relacdo as fémeas da area de referéncia, ndo diferiram quanto a

relacdo massa/CT e relagdo massa/CRC.
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Isto pode estar relacionado também a uma alteragdo no seu padrdo de reproducéo.
Segundo Speakman (2008), em mamiferos os custos fisiologicos da reproducdo podem
ser diretos ou indiretos. Os custos diretos incluem as demandas de energia e de nutrientes
para 0s eventos reprodutivos e para as mudancas morfolégicas necessarias. Ja 0s custos
indiretos podem ser custos compensatorios opcionais; portanto, os animais optam por
reduzir seus investimentos em algum outro aspecto de sua fisiologia para maximizar o
fluxo de recursos na reproducdo. No caso das fémeas de area exposta do presente estudo,
pode estar havendo um trade-off direcionado para crescimento ao invés da questdo
reprodutiva, tendo em vista os esforcos necessarios para sobrevivéncia frente a

contaminantes.

4.2 Marcadores de funcéo hepatica

O contato com pesticidas pode causar alteracdes em enzimas de funcdo hepéatica com
a intensidade desta resposta variando com o tipo de pesticida, sua concentracao, o tempo
de exposicdo e a espécie em estudo (Arguedas et al., 2018). No presente estudo, ndo
foram observadas alteracbes significativas no que se refere aos marcadores de dano
hepatico analisado.

Apesar de ndo ter havido diferencas significativas para nenhum marcador de funcéo
hepéatica em todas as categorias (juvenis, fémeas e machos), um estudo com a tartaruga
Caretta caretta, mostra uma correlacdo negativa de GGT e ALT, onde altos niveis desta
ultima est@o associados a baixos niveis de GGT quando os animais tem contato com um
pesticida (Camacho et al., 2013). Ao menos para 0s juvenis nds também observamos esta
relacdo entre ALT e GGT.

J& em outro estudo com Bothrops asper foi obtido resultado semelhando para a
albumina, uma proteina que serve como marcadora de dano hepatico, isto é auséncia de
variacdo quando os animais foram expostos a clorpirifos (Arguedas et al., 2018). Assim,
ao se tratar da albumina para todas as categorias etéarias analisadas nao foram observadas
diferencas significativas; porém, é possivel observar um comportamento diferente para
machos e fémeas, com fémeas tendo niveis maiores de albumina na area exposta e 0s
machos na area de referéncia.

Na maioria dos vertebrados, a albumina é sintetizada de forma integral no figado,

compondo cerca de 50% das proteinas plasmaticas (Gonzalez E Silva, 2006). Segundo
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Thrall et al. (2015), a concentracdo de albumina pode ser afetada ndo so pela perda de
funcdo hepéatica como também pela presenca de processos inflamatorios organicos
(albumina também é uma proteina de fase aguda negativa) e parasitismo, que consomem
esta proteina.

Além disto, alteracdes do equilibrio hidroeletrolitico podem alterar os valores desta
proteina plasmatica diluindo ou concentrando-a, assim como o status nutricional ao qual
0 animal esta exposto, 0 que pode influenciar na producdo e no consumo da mesma. A
ndo variagdo desta proteina nos animais expostos pode indicar a auséncia de dano
hepatico e explicar as variacdes de albumina em fémeas e machos.

Néo foram observadas diferencas significativas ao comparar juvenis, machos e
fémeas entre si para fosfatase alcalina (FAL). Porém, é possivel observar que existem
comportamentos diferentes entre eles em relacdo a area exposta e de referéncia, onde na
area exposta 0s juvenis possuem concentraces mais altas de FAL e na area de referéncia
esta situacdo ocorre em machos. Conforme Gonzalez e Silva (2006), em mamiferos a
maior parte de FAL sérica tem origem hepatica; porém, deve se levar em consideracdo a
possibilidade do aumento de FAL ndo ser de origem hepéatica, mas sim das outras
isoformas, como por exemplo, a 6ssea ou renal. A FAL esta presente em varios tecidos
dos répteis e possuem funcéo de atividade osteoblastica (Silva et al., 2010).

O mesmo ocorreu para Gama GT, onde animais da area exposta tém um padrédo
diferente, com os machos tendo niveis maiores e as fémeas menores nesta area; mas
ambos, machos e fémeas da area exposta apresentam valores mais elevados. A Gama GT
em répteis é hepato-especifica e costuma ter baixos valores em condi¢des normais
(Divers et al., 2000) o que pode sugerir um impacto dos agrotdxicos no figado de animais
coletados na area exposta e assim, um possivel dano hepatico. Em mamiferos a GGT é
uma enzima que pode estar elevada em lesdo hepética aguda, e pode ser encontrada na
maioria dos tecidos corporais, dentre eles, pancreas, rins, glandula mamaria de cadelas,
ovelhas e vacas, mas 0s niveis desta enzima que estdo presentes no plasma sanguineo tém
geralmente origem hepética, com maior concentracdo dos tubulos biliares (Thrall et al.
(2015).

Ja para alanina aminotransferase, nao foi observada nenhuma diferenca neste estudo.

A ALT nem sempre tem seu valor alterado na ocorréncia de dano hepatico (Divers et al.,
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2000), por isso, um estudo juntamente com outras enzimas € necessario para ter certeza

da existéncia de dano.

4.3 Marcadores de metabolismo intermediario e endocrino

Apesar de ndo haver diferenca em relacdo aos triglicerideos e VLDL foi possivel
observar para fémeas que esses valores se encontraram mais elevados nas duas areas ao
serem comparadas com juvenis e machos, sendo ainda maior no local exposto a
pesticidas. Tal perfil de resposta pode ser devido ao fato de que as fémeas fazem a
postura de ovos, necessitando ter uma maior reserva energética principalmente de
lipidios, a fim de garantir a maturacdo dos gametas, a vitelogénese, a sintese de
horménios reprodutivos, entre outros. Em local exposto essa necessidade é ainda maior
visto que é necessaria a alocagdo de energia para a metabolizacdo dos xenobioticos o que
pode comprometer a qualidade reprodutiva destes animais.

Oliveira et al. (2018) mostraram que para fémeas de Thropidurus catalanensis o
periodo reprodutivo caracteriza-se como um evento bioldgico de alta demanda
energética levando a mobilizacdo dos estoques de energia; 0s autores também sugerem
que esse periodo representa um ponto critico em termos de adaptacdo do animal ao seu
ciclo de vida. O VLDL ¢ uma liproteina sintetizada no figado e responsavel pelo
transporte, principalmente de triglicerideos e colesterol, deste 6rgdo para os tecidos
(Oliveira et al.2018); assim, niveis mais altos podem indicar um aumento da atividade
alimentar a fim de garantir a alocacdo destes lipidios para os processos envolvidos na
reproducédo além de garantir reservas energéticas para o periodo de hibernacao.

Foi observada uma diferenca significativa para acido urico em juvenis, com valores
menores na area exposta. Nao podemos descartar a possibilidade do seu uso como uma
molécula antioxidante, visto que o0s juvenis de area exposta apresentam um incremento
nos niveis de TBARS em relacdo aos da area referéncia o que levaria a mobilizacéo de
componentes do sistema antioxidante.

O 4cido urico é a principal excreta nitrogenada em répteis e também é o produto da
digestéo de proteinas e do catabolismo de aminoacidos e purinas. Normalmente os niveis
de AU costumam ser baixos em répteis devido a auséncia da alca de Henle nos rins,
perfazendo até 85% dos produtos nitrogenados excretados por estes animais 0 que evita
a perda de a4gua excessiva (Silva et al., 2010). O acido Urico €, também, um antioxidante

xlv



eficaz e doador de elétrons nos processos de metabolizacdo de xenobidticos como
demonstrado por Zanette et al. (2015) para cracas, e sugerido por Coltro et al. (2017)
para Rana catesbeiana, onde girinos expostos a diferentes concentragdes de herbicida a
base de quinclorac mostram uma diminuicdo dos niveis plasmaticos de acido urico em
altas concentracgdes deste herbicida.

Os niveis de proteinas em fémeas costumam ser mais elevados que os dos machos e
dos juvenis possivelmente, devido ao custo necessario para reproducdo. Em processo
reprodutivo, as fémeas de uma espécie de serpente e de lagarto coletados em area de
baixo grau de influencia por agrotéxicos mostram um decréscimo nos niveis de proteinas
durante este periodo (Lourdais et al., 2004; Oliveria et al. 2018).

Apesar disso, foi observada uma diferenca significativa para o aumento de proteinas
totais plasmaticas na area exposta. A constatacdo desse efeito diferente para as fémeas de
Salvator merianae em d&rea exposta pode estar associada com a possibilidade de
ocorréncia de trade-off; onde as fémeas direcionariam estas proteinas para o custo da
metabolizacdo dos xenobidticos e sua sobrevivéncia nessa area, diminuindo assim o
esforgo para a reproducao.

A corticosterona é caracterizada por ser um horménio ligado aos ajustes organicos
frente a situacdes de estresse em lagartos, isso porque este realoca a energia de funcgdes
ndo essenciais para eliminar estressores agudos ou crénicos, normalmente conduzindo a
um incremento da glicemia e mobilizacdo das proteinas e dos triglicerideos (Meylan et
al., 2010). Ainda assim, ndo foram observadas diferencas significativas para nenhuma
das categorias (juvenis, fémeas e machos).

Porém, ao se tratar dos juvenis, esse perfil caracterizado pela auséncia de um
incremento dos niveis de corticosterona associada a uma diminui¢cdo nos niveis de
triglicerideos pode ter como consequéncia uma redugéo nas taxas de sobrevivéncia e/ou
crescimento podendo comprometer a capacidade destes animais em lidar com estressores
ambientais; como sugerido por Oliveira et al.(2018). Além disso, pode sugerir uma
melhor condigdo na capacidade alimentar e/ou menor estresse na area de referéncia.

Quando comparamos 0s niveis de corticosterona para as categorias juntas (juvenis x
fémeas x machos) dentro da mesma area observamos uma variacdo significativa para
aqueles coletados na area referéncia; onde os machos apresentam os maiores niveis deste

hormdnio. J& na area exposta este padrdo de resposta ao hormonio apresenta-se alterado
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em comparacédo a area de referéncia visto que nédo verificamos diferencas significativas
entre machos, juvenis e fémeas.

Estudo sazonais desenvolvidos com S. merianae, coletados em area de baixo grau de
exposi¢do a agrotdxicos, revelou que no periodo reprodutivo os niveis de corticosterona
costumam estar elevados (Zena et al., 2019). Ja frente a um contaminante, os niveis de
corticosterona podem aumentar, diminuir ou nao se alterar dependendo do estressor e do
tempo de duracdo do estresse; onde a possibilidade de aumento deste horménio pode
conduzir a um crescimento e desenvolvimento mais lento (Mestre et al., 2019). A
auséncia de aumento ou diminuicao dos niveis de corticosterona pode refletir uma perda
da responsividade do eixo HPA frente a um estressor, como sugerido por Coltro et al.
(2017) e Wilkens et al.(2018) para girinos de ré@-touro expostos a herbicidas a base de
glifosato, quinclorac e sulfentrazone.

O aumento significativo de glicose em machos pode ser um indicio de estresse
devido a contaminacdo no local exposto, com o macho se mostrando mais sensivel que
as fémeas. Ou seja, pode relacionar-se com um trade-off direcionado para a
sobrevivéncia ao inves de um incremento da atividade exploratédria destes em busca da
parceira reprodutiva. Um estudo com Tropidurus catalanensis, relata o aumento dos

niveis de glicose com o fim do periodo reprodutivo (Oliveira et al., 2018).

4.4 Balanco Oxidativo

Neste estudo, a lipoperoxidacéo foi determinada através da quantificacdo dos niveis
de TBARS que tem sido considerado uma das melhores medidas para quantificar os
danos oxidativos causados por contaminantes (Amaral et al, 2012). Em sistemas
bioldgicos, os acidos graxos polinsaturados (PUFAS) sdo encontrados principalmente na
composicdo da membrana plasmatica sendo esta um alvo preferencial das EROs (Burela
et al., 2018). Os PUFAs sdo muito susceptiveis a oxidacdo devido a presenca de duplas
ligacOes; assim, sua oxida¢do conduz a modificagdes fisicas nas membranas celulares,
que resultam em alteracOes na sua fluidez e permeabilidade, comprometendo as funcdes
bioldgicas, além de produtos secundarios que irdo estimulardo ainda mais a producéo de
EROS (Polleta et al., 2016).

Quando comparamos entre as categorias (juvenis, fémeas e machos) dentro da

mesma area de coleta, ndo foram observadas diferengas significativas nos animais
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coletados na area de referéncia. Contudo, para os animais coletados na area exposta
observamos que os juvenis mantém niveis de TBARS significativamente mais elevados
(p<0,05) que os de fémeas e de machos, alterando assim o padrdo de resposta para
TBARS nesta area em relagdo a area de referéncia o que possivelmente pode representar
um impacto dos contaminantes sobre estes animais. Além disto, tal situacdo pode ser um
indicio de que organismos mais juvenis sejam mais vulneraveis que adultos, tendo em
vista que este grupo também obteve diferenca significativa quando comparado area de
referéncia versus exposta dentro da categoria.

Em outros estudos como em ovos de Caiman latirostris expostos a formulacdes de
pesticidas foram observados niveis elevados de TBARS nos animais expostos em
relacdo aos nao expostos (Burella et al., 2018); ja para machos e fémeas adultos desta
espécie Polleta et al. (2016) ndo observaram diferencas significativas para esta analise.
Caracteristica semelhante tambem foi vista para machos adultos de Podarcis bocagei
expostos ao agrotoxico chlorpyrifos (Amaral et al., 2012).

Uma das formas que o sistema bioquimico tem para neutralizar os efeitos deletérios
provenientes das EROs em excesso formadas devido ao contato com agrotoxicos é a
ativagdo das enzimas antioxidantes; sendo elas principalmente a SOD e a CAT (Persch
et al., 2017; Burella et al., 2018). Em juvenis de Trachemys scripta elegans expostas a
um herbicida baseado em glifosato, Héritier et al (2017) observaram uma inativacao da
SOD e ativacdo da CAT.

A auséncia de resposta significativa da SOD e da CAT em juvenis verificada em
nosso estudo pode ter sido determinada pelo pequeno nimero de animais coletados na
area exposta. Contudo, ndo podemos deixar de considerar que os animais da area exposta
apresentaram valores mais elevados de TBARS que aqueles da &rea referéncia, e isto
pode estar sendo determinado por uma incapacidade de incremento da expressao e/ou da
atividade destas enzimas (SOD e CAT). Além disso, também foi visto que as proteinas
totais dos eritrécitos de juvenis de area exposta foram significativamente menores que na
de referéncia.

No processo de metabolizacdo das EROs ocorre primeiramente a transformacéo pela
SOD do anios superoxido (O-2) em perdxido de hidrogénio (H20,) que, posteriormente,
vai ser transformado em H,O e O, pela CAT (Halliwell, 2012). No entanto, 0 O-2 e 0
H.0, podem causar inativacao e/ou inibicdo da SOD e da CAT (Burella et al., 2018). Tal
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fator pode estar relacionado a diminuigédo da atividade da SOD nos adultos em ambos 0s
sexos e da CAT somente nos machos.

Apesar da diminuicdo da atividade destas enzimas antioxidantes ndo observamos
niveis aumentados de TBARS nos animais adultos, 0 que nos permite sugerir que outros
componentes do sistema antioxidante estejam sendo acionados para conter a formagéo
de EROs o que torna os adultos menos sensiveis que 0s juvenis a estes contaminantes.
Ndo podemos deixar de destacar que os animais foram coletados no periodo de
reproducdo desta espécie e que a reproducdo pode determinar um incremento da
capacidade antioxidante a fim de garantir o sucesso reprodutivo; como verificado por
Oliveira et al. (in press) no figado de machos e fémeas de Trophidurus catalanensis.

Na comparacdo de juvenis, fémeas e machos entre si, novamente ndo foi observada
variagéo significativa para as enzimas SOD e CAT. Contudo, os animais provenientes da
area exposta apresentam um padrdo enzimatico diferente entre machos adultos e juvenis,
apesar de nao diferir significativamente, os juvenis apresentaram 0s maiores niveis de
atividade da SOD e CAT na area exposta, onde na referéncia isto é verificado nos
machos.

Em relacdo a GST, o aumento significativo desta em juvenis de area exposta pode
determinar um aumento da capacidade de biotransformacdo como uma tentativa de
metabolizar e facilitar a excrecdo dos xenobioticos, diminuindo assim o seu tempo de
permanéncia e 0 impacto sobre o organismo. E possivel observar um comportamento
inverso na forma de correspondéncia de GST e PT aos contaminantes entre machos e
juvenis (Fig. 23 e 24). A diferenca de comportamento entre as categorias etarias (machos
e juvenis) pode ser motivo dessa relagdo contraria.

Foi visto que ndo houve diferencas significativas para GST e proteinas totais em
eritrocitos de fémeas. Possivelmente, pelo fato de as fémeas necessitarem formar
gametas ricos em vitelo, além de terem que gerar uma prole, estas podem manter um
sistema antioxidante e de biotransformacao mais robusto que as outras categorias etarias;
como verificado por Oliveira et al. (in press).

Diferentemente das fémeas, os machos apresentaram uma diminuicdo significativa
para GST em lagartos da area exposta. Valores diminuidos de GST também foram
observados em machos de Podarcis bocagei expostos ao inseticida orgnosfosforado
clorpirifés (Amaral et al.,, 2012). O papel da GST também esta relacionado a
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decomposicédo de produtos da lipoperoxidacéo atraves da conjugacdo da glutationa com
0 xenobi6tico a fim de aumentar sua excrecdo e desintoxicar o organismo sendo entdo
uma defesa secundaria e endégena (Wang et al, 2019).

Ao comparar todas as categorias etarias consideradas (juvenis, machos e fémeas)
dentro da mesma area (exposta ou referéncia), ndo se obteve diferenca significativa na
area de referéncia. Todavia, ao se tratar de proteinas foi observado que os juvenis da area
exposta mantém niveis de PT mais elevados (p<0,05) que as fémeas e 0os machos desta
mesma area, alterando o padrdo de resposta. J& quando consideramos os resultados da
GST, observamos diferencgas significativas nos animais coletados na area referéncia,
onde os niveis de GST sdo mais elevados nos machos sendo estes diferentes dos juvenis
(p<0,05). Também observamos diferenca entre as categorias nos animais oriundo da area
exposta; contudo, 0s juvenis sdo aqueles que apresentam o0s maiores niveis de atividade
GST, sendo este significativamente diferente dos machos.

Os resultados de TBARS sugerem que 0s juvenis sdo mais suscetiveis que as fémeas
e 0s machos quando expostos aos agrotoxicos utilizados nesta area (glifosato; 2,4-D;
metsulfuron metila e paraquat), o que em um periodo mais longo pode comprometer a
satde dos animais diminuindo o ingresso de novos individuos nesta populagdo. O
aumento dos niveis de TBARS, a diminuicdo significativa de proteinas totais,
juntamente com a manutencao da atividade da SOD e da CAT sugere estresse oxidativo
para os juvenis. Além disto, quando comparamos todas as categorias (machos, fémeas e
juvenis) dentro da mesma &rea de coleta verificamos uma alteracdo no padrdo de
atividade das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) e da GST em animais coletados nas

diferentes areas sugerindo um impacto negativo sobre esta populacao.

5 CONCLUSAO

E possivel concluir que a aplicacio de agrotoxicos parece afetar principalmente
juvenis de S. merinae, tendo em vista que tiveram parametros como massa corporal,
relagdo massa/CT, relacdo massa/CRC, &cido drico, TGL e VLDL, LPO e GST alterados
significativamente. A menor massa corporal associada a um incremento do dano
oxidativo pode ter um impacto negativo sobre as geracGes futuras. Juvenis sdo
organismos ainda em formacdo, um gasto energético para eliminar xenobi6ticos pode ter

como consequéncia individuos com menor capacidade de sobrevivéncia, menos



desenvolvidos e/ou com menor sucesso reprodutivo o que os torna mais vulneraveis a
predadores, além de futuros adultos menos atraentes para as fémeas, limitando a
descendéncia.

Além disso, apesar de menos afetadas que os juvenis, as fémeas também se
mostraram suscetiveis aos agrotoxicos empregados nesta area tendo os marcadores como
comprimento da caudal, comprimento total, proteinas totais plasmaticas e SOD alterados
significativamente. O fato de as fémeas ja terem um gasto energético e metabdlico
grande em virtude da vitelogénese e de outros aspectos da reproducgéo, o contato com
estes xenobidticos pode conduzir a uma modulacdo em seus trade-off, desviando energia
da reproducédo para a metabolizacdo e excrecdo destes quimicos e assim, sobreviver a
esta exposicdo. Uma menor carga de energia disponivel para os processos reprodutivos
pode conduzir a um menor nimero de descentes, prejudicando o tamanho populacional
da espécie.

Fémeas e juvenis podem ser considerados essenciais para o crescimento e equilibrio
de uma populacdo. Além disso, também é possivel concluir que machos possuem
comportamentos bioquimicos contrarios ao dos juvenis e das fémeas parecendo manter
melhor sua homeostase e assim evitando, pelo menos em parte, os danos desta
exposicdo. Diferenca entre a idade e o comportamento reprodutivo € comum entre as
espécies, tendo em vista as diferentes prioridades metabolicas de cada categoria.
Entretanto, ainda assim, os machos tiveram alterac6es significativas na glicose, SOD,
CAT, proteinas totais dos eritrocitos e GST podendo ter consequéncias na questdo
reprodutiva com a diminui¢éo da busca exploratéria por fémeas e de territorialidade.

A maioria dos estudos existentes de répteis, principalmente em lagartos séo feitos em
animais de cativeiro, o que apesar de facilitar os resultados, nem sempre retratam a
realidade observada in situ, j& que possuem questdes como temperatura e luminosidade,
por exemplo, controladas. Este estudo foi realizado em ambiente natural, o que é inédito
para a espécie, podendo refletir mais fidedignamente os efeitos de contaminantes em
Salvator meriane. Além de contribuir para a padronizacdo de uma série de marcadores
determinados em amostras de plasma e eritrocitos, amostras estas que sdo obtidas de
forma pouco invasiva. Entretanto, dificuldades como questdes de boa qualidade
meteoroldgica e perda de individuos da espécie em estudo por predadores domésticos
que surgiram nos locais de coleta impossibilitando a obtencdo de um N maior. Logo,



estudos futuros visando o incremento do nimero de Salvator merianae ainda se fazem

necessarios.
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APENDICE

Tabela 5. Resumo da média de valores obtidos para analises de dano hepatico em Salvator merianae. Foi utilizado um N de 9 para area
de referéncia e 3 animais em &rea exposta para fosfatase alcalina e albumina, 8 na area de referéncia e 3 na exposta para alanina
aminotransferase e Gama GT para juvenis. Para machos, foi utilizado um N de 5 para area de referéncia e 4 animais em area exposta para
fosfatase alcalina e albumina, 4 na area de referéncia e exposta para Gama GT, 5 na area de referéncia e 4 na exposta para alanina
aminotransferase. Ja para fémeas, um N de 4 para area de referéncia e 3 animais em area exposta para fosfatase alcalina e albumina, 3 na
area de referéncia e exposta para Gama GT, 4 na &rea de referéncia e 3 na exposta para alanina aminotransferase. Valores diferenciados
ocorreram por ndo ter amostras suficientes. As barras representam as médias + erro padrao

. Danos hepdticos
ParaGmetros
Juvenis Machos Fémeas
Referéncia Exposta Referéncia Exposta Referéncia Exposta

FAL (U/L) | 298,14+27,04 309,77+26,36 363,12+57,31 209,66+34,48 277,1+48,08 237,09+48,63
P=0,46 P=0,13 P=0,43

ALT (U/L)| 40,61%6,33 36,56+6,95 42,55+7,56 44,56%+18,50 150,98+97,55 46,23+14,07
P=1,00 P=0,42 P=0,61

Gama GT (U/L)| 13,53+3,92 4,86+0,67 13,51+2,16 14,99+4,20 5,21+1,44 10,03%1,80
P=0,43 P=0,64 P=0,07

ALB (mg/mL)| 11,09%2,24 7,73+3,61 15,95+4,68 14,65%4,57 9,14+4,65 17,2542,49
P=0,38 P=0,89 P=0,12

Tabela 6: Resumo da média de valores obtidos para analises de metabolismo intermediario e endécrino em Salvator merianae. Um N de 9

animais juvenis foram usados na area de referéncia e 3 na exposta. Para machos, foi utilizado um N de 5 animais na area de referéncia e 4 na

area exposta. Para fémeas foi utilizado um N de 4 animais na area de referéncia e 3 na area exposta. As barras representam as médias + erro
adréo

X - Metabolismo intermedidrio e endocrino
Pardmetros Plasmdticos
Juvenis Machos Fémeas
Referéncia Exposta Referéncia Exposta Referéncia Exposta
PT (mg/mL)| 19,95+1,43 15,78+1,57 20,44+3,54 17,62+2,81  16,63+2,96 25,89+2,66
P=0,08 P=0,46 P=0,03
AU (mg/mL)| 2,84+0,39 1,40+0,14 1,80+0,48 1,90+0,31 2,12+0,15 3,86+0,80
P<0,05 P=0,31 P=0,20
GLl (mmol/L)| 25,3+£1,23  26,89+2,37 20,99+1,55 27,13+£2,03 24,63+2.9 29,8+4,62
P=0,35 P=0,006 P=0,45
TGL (mg/dL) | 69,59+15,54 10,96+1,68 57,18+11,83 94,20+26,21 234,55+94,63 407,23+186,11
P=0,02 P=0,59 P=0,77
VLDL (mg/dL)| 13,91+3,10 2,19+0,33 11,43+2.36 18,84+5,24  46,91+18,92 81,44+37.22
P=0,02 P=0,59 0,77
Corticosterona (ng/mL)| 31,57+1,73 25,49+4,85 37,64+0,65 27,60+3,75 35,83+1,90 38,96+0,56
P=0,58 P=0,17 P=0,41
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Tabela 7: Resumo dos resultados de estresse oxidativo representados pela média de valores obtidos para eritrdcitos de Salvator merianae
coletados fora do periodo de hibernacdo. Para tanto, foram utilizados um N de 9 animais para a area de referéncia e 3 para area exposta de
juvenis, 5 para area de referéncia e 4 para exposta de machos, e 4 na area de referéncia e 3 na exposta de fémeas. Os resultados sdo expressos

como a média + erro padrdo

Estresse Oxidativo

Pardmetros
Juvenis Machos Fémeas
Referéncia Exposta Referéncia Exposta Referéncia Exposta
PT (mg.ml")  37,65+4,04 24,07+2,73 26,55+4,68 37,26%3,22 28,6414,20 30,21+3,05
P=0,039 P=0,02 P=0,52
TBARS (umoles/mg) 7,53+1,29 19,21+2,42  6,59+1,43 5,93+1,58 11,5743,50 5,49+1,50
P=0,0001 P=0,95 P=0,34
SOD (U.mg de proteinas™) 3,0240.37 3,94+0,97 7,15+1,95 2,05+0,41 4,62+63,59  2,3625%0,29
P=0,39 0,004 P=0,002
CAT(pmoles.mgprotel'nas.'l.min'l) 47,27+7,02 92,26%£33,26 84,37+29,17 34,55+14,63 63,99+18,64 46,23+11,24
P=0,31 0,02 P=0,66
GST (umoles.mg proteinas.min™)|  7,0910,66 11,99+1,75 13,75+1,89  5,72+0,79 9,18+0,76 10,32+1,94
P=0,01 0,0004 P=0,72
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