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1 Introducao

Nestas tltimas duas décadas, com o aprimoramento e o emprego
de técnicas adequadas, houve um grande impulso na citogenética, tanto em
animalis como em vegetais. Estudos citogenéticos tém contribuido sobrema-

neira para estabelecer relagoes filogenéticas entre espécies de muitos gru-

pos ¢ para se obter uma perfeita identificagao dos cromossomos permitindo

detectar-se, ao nivel gendémico, efeitos decorrentes da agao de indmeros

mutagénicos, como farmacos, defensivos agricolas, -aditivos alimentares,
residuos de atividades industriais e radiagio (A‘LCANTARA-GOMES &
CALDAS, 1969). |

O emprego da radiacao e o estudo bioldgico dos seus efeitos aju-
dou a esclarecer determinados fenémenos que ocorrem nos seres Vivos, como
mutag¢oes ao nivel molecular e cromossémico. Os efeitos da radiagio artifi-
cial nos seres vivos tém sido amplamente estudados, porém da natural sao
raros os trabalhos existentes na literatura. Tais estudos sao possiveis em
animais ¢ vegetais que habitam regioes especiais do globo terrestre, as quais
apresentam alto nivel de radioatividade devido & presenca no solo de uma
porcentagem maior de elementos quimicos radioativos. No Brasil existem
algumas pducas 4reas com essas caracteristicas. Quatro destas regides estao
- localizadas no Planalto de Pogos de Caldas (MG). Uma delas, ¢ Morro do
" Ferro, tem sido objeto de alguns estudos, especialmente geoldgicos. No que
" diz respeito aos efeitos biolégicos da radiagao natural daquela regiao a li-
teratura é escassa. Destacam-se os estudos realizados por TAKAHASHI
(1976), que encontrou um namero significativo de quebras dos cromosso-
mos meidticos de uma espécie de escorpiao, Tityus bahiensts, que ocorre
no Morro do Ferro; e por VASCONCELOS e colaboradores (1986}, que de-
tectaram a incorporacao de elementos radioativos por vegetais cultivados

(feijao, cenoura. batata e mitho) em fazendas na vizinhanca do Planalto de
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Pogos de Caldas.

No entanto, nada se conhece a respeito de possiveis efeitos da

radiacao natural sobre as populagdes de anftbios que habitam tais locais.

A populac¢io de anfibios do Morro do Ferro foi amplamente es-
tudada, do ponto de vista de comportamento reprodutivo, por CARDOSO

(1986). Este autor verificou a ocorréncia de 27 espécies de anuros no local,
sendo que destas, 19 sao mais frequentes e abundantes. Estes animais se

reproduzem ¢ vivem neste local, onde existem dois riachos permanentes e
riachos temporé.riog' formados a partir de nascentes e pela drenagem das
chuvas, presentes na face sul da encosta do morro, onde existermn matas de
galeria com vegelacao exuberante tipica de Mata Atlantica {CARDOSO,
1986; CARDOSO et alir, 1989). Portanto, sao animais que passam a maior
parte de suas vidas nesta regiao, o que faz com que recebam doses acumu-

~ lativas de radiagao.

Assim, a caracteristica do Morro do Ferro de apresentar radio-
- atividade natural das mais intensas do mundo, associada a vivéncia per-
manente desses ;_;nfibios no local e ao conhecimento prévio das espécies ld
existentes. tornaram esses animais um material adequado para o estudo
em questio. Por outro lado, sabe-se que a ocorréncia de quebras e falhas
cromossomicas induzidas ou nao por radiagao é imporiante mecanismo evo-
_lutivo, uma vez que determina maior nimero de rearranjos cromossomicos,
os quais represeniam maior potencial de diversificagao nas populagoes. -As-
sim, como ja foi mencionado por CARDOSO (1986}, a existéncia da alta
radioatividade natural pode estar associada a mecanismos evolutivos ¢ es-

peciacao, podendo interferir na composicdo Anuro-faunistica da regiao.

O objetivo deste trabalho foi, portanto, estudar a possivel in-
fluéncia da radioatividade natural existente na regiao do Morro do Ferro

sobre a estrutura cromossomica de anfibios anuros.

Para tanto, foram escolhidas duas espécies nao endémicas exis-
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tentes no Morro do Ferro, e cujo controle pudesse ser obtido o mais préximo
possivel em dreas de radioatividade natural consideradas “normais”. Foram
entio estudadas as espécies Aplastodiscus pervindis (do Morro do Ferro,
Botucatu e Serra da Bocaina) e Hyla elbopunctate (do Morro do Ferro,

Botucatu e Campinas), ambas pertencentes a familia Hylidae.

No entanto, como inexiste na literatura o cariétipo de A. pervi-

ridis, e como A. J. CARDOSO (comunicagao pessoal) identificou diferengas

anatémicas e de canto entre as populagoes do Morro do Ferro e da Serra da
Bocaina, regiao escolhida como controle, sugerindo nao se tratar da mesma
espécie, neste trabalho foram determinados os caribtipos de A. perviridis

provenientes das trés localidades em estudo.
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2 Revisao da Literatura

2.1 Breve histérico da radiobiologia

O desenvolvimento da radiobiologia come¢ou com a descoberta
dos raios X, em 1895, por WILHELM CONRAD ROENTGEN (GROSCH
& HOPWOOD, 1979; PRASAD, 1984; revisao em BLATTMANN, 1989).

Em 1896, HENRI BECQUEREL demonstrou a radioatividade

natural verificando que sais de uranio emitiam radiacoes semelhantes aos
raios X, capazes de ‘impressionar chapas fologréficas ¢ de jonizar gases. Dois
anos apos, PIERRE e MARIE CURIE deram ao fenémeno o nome de ra-
dioatividade ¢ demonstraram que esta era caracleristica de cada elemento,
constatando que ocorria no rddio, polonio, tério e uranio. Alguns anos
mais tarde, RUTHERFORD e SODDY explicaram o fendmeno da radio-
" atividade verificando q'ué 0s 4tomos nio sio estdveis, mas transmutam-se
~ em outro elemento ao emitirem radiacoes (GROSCH & HOPWOOD, 1979;
ROCHA, 1979). |

A partir dos estudos dos mecanismos bésicos da radiobiologia,
puderam ser realizadas analises microscépicas do que ocorre na passagem da
- radiagaoe l_ibefagéo de sua enérgia em objetos muito pequenos, como células
ou parte delas. A energia liberada pode produzir ionizagao ou excitagao
dos dtomos e, como conseqiiéncia, quebras de moléculas com formagéo'de
jons e radicais livres altamente reativos. Estes, por sua vez, podem atacar

moléculas de grande importancia, como a do DNA, causando-lhes danos.
Nos 15 anos que se seguiram a descoberta dos raios X, os médicos

trabalharam ativamente com os fisicos no exame de corpos humanos, fa-

zendo as primeiras aplicagoes da radiacdo para detecgao de [raturas de

s .

ossos, utilizando desta forma a radiografia para diagnésticos (OKUNO ¢!



alii, 1982). A descoberta da radiobiologia artificial e o desenvolvimento dos
métodos de produgao de radioisdtopos, em grande escala, estimularam mui-
tas pesquisas relativas ao estudo de sua aplicacao em diferentes ramos da -
ciéncia, traze_:ndo grandes progressos, na agricultura, inddstria e principal-
mente na medicina (OKUNOQ et alii, 1982; revisoes em ALPER & CRAMP,
1989; BLATTMANN, 1989). '

2.2 Conceitos bdsicos sobre radiacao -

O termo rédia«;éo indica um fenémeno fisico no qual a energia
viaja através do espago (GROSCH & HOPWOOD, 1979), ou ainda, é a
epergia emitida por uma fonte, que se propaga de um ponto a outro sob
a forma de um feixe de particulas elementares, niicleos atémicos ou ondas
eletromagnéticas (OKUNO, 1988).

As radiacoes permitem a propagacdo da energia a distancia sob
vérias formas e, geralmente, elas sao classificadas em dois grupos principais:
as radiagoes eletromagnéticas e as corpusculares ou particuladas. As pri-

meiras sao constituidas de ondas eletromagnéticas oscilantes, perpendicu-

lares entre si, ¢ se propagam no vicuo com velocidade constante de 300.000
. km/s. Entre as ondas cletromagndticas, em ordem crescente de freqiiéncia,
estio as ondas de ridio, televisao, microondas, radiagao infravermelha; luz
visivel, radia¢io ultravioleta, os raios X e gama. As radiagoes corpuscu-
lares ou particuladas sao constituidas de feixes de particulas elementares
ou nucleos atdmicos, tais. como: particulas alfa e bela, prétons, elétrons,
néutrons, mésons pi e déuterons, entre outros (GROSCH & HOPWOOD,
1979; OKUNO et alii, 1982; OKUNO, 1988}, '

Dependendo do tipo de radiagao, os mecanismos de sua interagao

comn a maléria sao diferentes.
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As particulas alfa foram detectadas por RUTHERFORD em
1911, que postériormente identificou-as como niicleos de hélio constituidos
por dois prétons e dois néutrons (PRASAD, 1984). Quando uma particula
alfa atinge a matéria, produz um nimero muito grande de ionizagoes lo-
cais. Na desintegragao alfa, um nﬁcleo emite com grande velocidade uma
particula alfa de carga positiva, reduzindo o valor de seu ntimero de massa

em quatro unidades, pois seu nimero atémico cai duas unidades e seu

ndmero de néutrons em outras duas. As particulas alfa sao emitidas prin-
eipalmente nas desintegragoes de elementos pesados, como o uranio, tério
ou o polénio, e geralmente se fazern acompanhar de raios gama (FREIRE-
MAIA, 1972; MOSCATI, 1988, ROCHA, 1979; OKUNO, 1988}. A radiacao
alfa, por ser constituida de particulas muito grandes, tem baixo poder de

penetracao (MOSSMANN, 1979).

!

As particulas beta, identificadas por BECQUEREL, sao emis-
soes de elétrons de origem neutrénica (FREIRE-MAIA, 1972). Na desin-
" tegracao de um niucleo radioativo através desta particula, o ndcleo emite
_um eléiron, que pode ter carga elétrica positiva ou negativa. No primeiro
", caso, trata-se de uma desintegracao beta mais (*) o numero atéomico de-
cresce de uma. unidade, indicando a_. traﬁsfonndgi.o de umn préton em um
néutron no nicleo. No segundo caso, a desintegracio ¢ beta menos (-],
um dos néutrons do nicleo se transforma em proton e o niimero atomico
é.UIlleIlt.a de uma unidade. Em nenhum dos casos, 0 numero de massa se
altera (MOSCATI, 1988). As particulas beta tém ionizacao bem menor que
a das particulas alfa de igual energia, mas seu alcance é bem maior, num

dado meio (OKUNO et alli, 1982; OKUNO, 1988).

Os raios gama sao emisses de energia sem subsirato material.

“Quando as particulas alfa e beta deixam o nicleo sem carregar consigo toda
a energia que poderia ser levada, o novo niicleo fica em estado excitado ¢,

- mais larde, expele essa energia em forma de raios gama (FREIRE-MAIA,

——tv o



1972). Com a emissao gama, o nicleo apenas rearranja seus nicleons,
nao alterando, portanto, seu nitmero atémico nem seu nimero de massa
(MOSCATI, 1988). Por nao possuir massa e ser extremamente cnergética,

a radiacio gama tem grande poder de penetracio (MOSSMANN, 1979).

Além desta classificagao, as radiacoes sao consideradas em ioni-

zantes e nao-ionizantes.

A radiagdo é dita jonizante quando, na interagao com os atomos

e as moléculas do meio, arranca alguns de seus elétrons orbitais, geralmente
ds camada periférica do atomo. Em conseqiiéncia, surgem pares i6nicos,
cada um formado por um ion positiifﬂ (4tomo que perde um elétron} e um
fon negativo (eléiron acrescido ao dtomo). Todas as particulas carregadas
produzem ionizagao diretamente, quando possuem energia para tal. J4 as
particulas neutras e os fétons de raios X e gama, embora eles proprios nao
ionizem, produzem na interacao com o meio particulas capazes de ionizar.
Se o meio for o tecido organico, as ionizagoes podem resullar na quebra
molecular; ndo havendo reparo pode iniciar-se um dano biolégico (OKUNO,
1988). As radiagoes ionizantes de importancia biolégica sao os raios X,
raios gama, particulas alfa, particulas beta, os prétons, déuterons, nicleos

pesados, néutrons e os mésons pi negativos (MOSSMANN, 1979).

As radiacdes com comprimento de onda acima de 400 nm sao
_consideradas radiacoes ndo-ionizantes, por n&o possuirem energia suficiente
para retirar eletréns dos elementos quantitativamcn(e mais importantes
da matéria viva, tais como o carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio
(FREIRE-MAIA, 1972).
Desde os trabathos pioneiros de MULLER ¢ de STADLER
(1927), tem-se constatado através de observagoes e¢ de dados experimen-
tais que as radiacoes ionizantes atuam em todos os seres vivos analisados,
do virus ao homem, modificando o comportamento quimico dos dtomos ¢

moléculas ionizadas, podendo ocorrer como conseqiiéncia, mutagoes gené--

L e



ticas e modificagoes nas células vivas (FREIRE-MAIA, 1972).

2.3 Unidades utilizadas no estudo das radiacdes

‘Viérias unidades ja foram utilizadas no estudo das radiagoes.

No quadro abaixo estao indicadas as quatro unidades de radiacao

definidas pela Comissao Internacional de Medidas e Unidades Radiolégicas

(ICRU), como também aquelas que atualmente estao sendo usadas, reco-

mendadas pelo Sistema Internacional de Unidades(').

Curie

Identificagac Nome da unidade Simbolo  Valor
Exposigio a radiagio  Coulomb(*) C 1C/kg — 3876 R
Roentgen R 1R =258x 107! C/kg
o 1R =87 6erg/g
Dose absorvida Gray(") Gy 1 Gy = 100 rad
Radiation Absorbed rad lerg - 107% rad
Dose 1eV = 1,6 x 107! erg
oul6x1071)
" Dose equivalente Sievert(*) Sv 1 Sv = 100 rem
Roentgen Equivalent rem
Man
Radioatividade Becquerel(*) Bq 1 Ci= 3,7x 10" Bq
Ci 3,7x 10'"/s

ou 2,2 x 10" /mim

(*) = Recomendadas pelo Sistema Internacional de Unidades.

B -



Em 1928, o Roentgen foi a primeira unidade a ser definida e
representa uma unidade de exposi¢ao ainda utilizada. e equivale 2 quanti-
dade de radiacio X ou gama que forma, em 1 kg de ar, uma quantidade de
eletricidade positiva ou negativa igual a 2,58 x 101 Coulomb de cada sinal.
Atualmente, as convengoes internacionais recomendain que a exposiao seja

expressa dirctamente em C/kg, podendo-se calcular que 1 C/kg tenha valor

aproximado de 3,876 R (ALCANTARA- GOMES, 1988a).

O rad (da expressdo inglesa “radiation absorbed dose”) é uma
unidade ainda empregada e expressa a dose de radiacao absorvida por 1
g de matéria que provoca a libera¢ao de energia equivalente a 100 erg. A
unidade que substitui o rad é o Gray (Gy), definido como a quantidade de
radiacao absorvida que provoca a liberagiao, em 1 kg de matéria, de uma
energia igual a 1 J. Logo, 1 Gy ¢ igual a 100 rad (ALCANTARA-GOMES,
- 1988a: revisio em BLATTMANN, 1989).

Uma outra unidade adotada pela ICRU até o ano de 1975 foi
o rem (da expressao inglesa “roentgen equivalent man”), hoje substituido
" pelo Sievert {Sv). Quando a matéria viva absorve 1 Gy de raios X, a dose
equivalente é de 1 Sv, que corresponde a 100 rem. Uma vez que os diversos
tecidos que compoem o organismo tém radiosensibilidades diferentes, as
doses equivalentes por eles recebidas podem ser corrigidas, o que leva a
_ determinacio da dose efetiva equivalente recebida pelo tecido (AAMODT,
1979; OKUNO et aluz, 1982; ALCANTARA- GOMES; 1988a).

O Curie é a medida de radioatividade originalmente baseada na
taxa de desintegracao de 1 g de riadio, e atualmente definida como a quanti-
dade de qualquer radionuclideo capaz de produzir 3,7 x 10" desintegragoes
por segundo ou 2,22 x 10'? desintegragdes por minuto. Atualmente, a uni-
dade recomendada para a medida da atividade de uma fonte é o Becquerel
| (Bq), que corresponde a uma desintegracao por segundo. Portanto, 1 Ci
vale 3,7 x 10" Bq (AAMODT, 1979; OKUNO el aliz, 1982; ALCANTARA-

e
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GOMES, 1988a).

2.4 Efeitos bioldgicos da radiagao

O desenvolvimento de lesao tecidual pela exposicao a radiagao é

uma série complexa de fendmenos fisicos, quimicos e biologicos. A cadeia se
inicia pelo processo fisico de absorgao da radiagao ionizante, com a ionizagao
ot excitacao dos 4tomos, 0s quals provocam as reagoes ‘quimicas iniciais que
s30 responsaveis pelas alteracdes de moléculas biologicamente importantes.
- Estas alteracdes moleculares produzem fenémenos bioldgicos, como efei,.tos
letais, efeitos nao letais ¢ mutacoes. |

* Dentre as alteracdes mais importantes, as que ocorrem ao nivel
celular s30: a desintegracao dos cromossomos; o retardo do inicio da mitose,
seguido de mitose anormal; inibicao completa da mitose; morte das células
apés uma ou mais divisoes; morie das células sem uma divisao intermediaria

" (MOSSMANN, 1979).
Esses efeitos bioldgicos causados pela radiacao podem se mani-

festar a curto ou a longo prazo.

) Os efeitos a curto’ prazo ou agudos sao aqueles observaveis em
apenas lhoras, dias ou semanas a}‘)és a exposicao do individuo a radiagao.
Esses efeitos estao geralmente associados a altas doses de radiagao, acima
de 1 Sv (Sievert), recebidas por grandes areas do corpo, num curio perjodo |
de tempo. Dependendo da dose de radiagao recebida e da clondigé.o de
resisténcia do individuo exposto, o resultado final pode ser letal (MOSS-
MANN, 1979; OKUNO et alli, 1982). |

Os efeitos a longo prazo ou tardios sdo os que surgem a partir de

baixas doses de radiagao absorvidas em um curto intervalo de tempo. Esses

o ——
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efeitos podem ocorrer em individuos que sobreviveram aos eleitos agudos
ou que foram expostos a doses inferiores as necessarias para produzir uma
lesdo aguda. A expressao da lesdo dos efeitos tardios ocorre muitos meses
ou anos apods a exposicao do individuo a irradiagio (MOSSMANN, 1979;
OKUNO et alif, 1982).

Os efeitos tardios podem ocorrer nos tecidos somdticos, bem

COIMo Nnos germinativos.

Os efeitos somaticos sao aqueles que afetam diretamente o in-
dividuo exposto & radiagao e nao sao transmitidos as geragoes futuras. No
ser humano, por exemplo, os efeitos somdticos principais sao a indugao da
leticemia e outras neoplasias malignas, catarata e encurtamento inespecifico
~ da vida. Essecs eleitos dependem do tipo de radiaqéo da profundidade atin-
gida (que estd relacionada a energia da radiagao e ao tipo de tecido irra-

dlado) da drea ou volume do corpo exposto, da dose total reccbida e do
tempo de irradiagao (FREIRE-MAIA, 1972; OKUNO et alii, 1982).

Os efeitos tardios nos tecidos germinativos podem afetar o in-

dw]duo alterando sua capacidade de produzir descendentes normais.

Os efeitos genéticos foram m1c1a]monto observados em 1927 por
MULLER, que demonstrou através de experimentos com Drosophila mela-
nogaster que os raios X induzem alteragoes permanentes denominadas de

_ mutacoes, no material hereditario.

A maioria das mutagoes induzidas pela irradiagao é recessiva
em sua expressao, necessilando, desse modo, de algumas geragoes para se
expressarem {MOSSMANN, 1979; OKUNO et alir, 1982).

As mulagoes sao geralmenic divididas para fins de classificacao

em mutacoes génicas ¢ cromossomicas.
As mulacoes génicas ou puntiformes consistem c¢m modificagoes

da seqiiéncia de nucleotideos em um determinado gene. resultando na perda

e
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da atividade do produto por ele codificado, ou na sua alteragao. . Es-
sas mutacdes nao sao visiveis por anilise mlcroscoplca (ALCANTARA-
GOMES & CALDAS, 1969).

As mutacbes cromossoémicas conhecidas como aberragoes podem
ser incluidas em duas calegorias: as aberragoes numéricas e as estruturais.

 As aberracoes numéricas sao sub-classificadas em aneuploidias, quando o

ntmero de cromossomos do genoma fica alterado pela perda/ganho de um

ou mais cromossomos formando multiplos irregulares do genoma carac-- - -

teristico da espéc'i'e; e euploidias, quando ocorrem multiplos inteiros do con-
junto hapléide, como tripléides (3n), tetraplSides (4n) e assim por diante
(THOMP%ON & THHOMPSON, '1981; BEIGUELMAN, 1982; GARDNER
- & SNUSTAR,1986 CARVALHO, 1987).

As aberracdes cromossdmicas estruturais podem ser clac;mﬁcadas
%
em delecio ou deficiéncia, duplicagao; inversao e translocagao, de acordo

com a porgio do cromossomo ou crométide afetada e o ntmero de roturas.

Quando os cromossomos sao submetidos as técnicas de coloracao
rotineiras, além das alteragdes cromossémicas estruturais consideradas clas-
~ sicas, aparecem as denominadas falhas e quebras. Estas descontinuidades
sao consideradas por alguns pesquisadores como decorrentes apcnas de fa-
lhas de coloragao (BLOOM, 1972), embora outros sustentem que as falhas
devem ser incluidas entre as aberragdes cromossomicas estruturais e que,
" se de fato nao forem fraturas, devem ser pelo menos locais predispostos a

tais lesdes (BEIGUELMAN & PISANI, 1976). Segundo BEIGUELMAN
(1982), na prética, costuma-se considerar como qucbras as descontinui-
dades cromossdmicas mais longas que a espessura de uma cromdtide, ou
aquelas em que os fragmentos distais cstao deslocados em relagao ao eixo
cromossbmico. As quebras podem ser cromatidicas, que afetam apenas
uma cromatide, ou isocromatidicas, também denominadas CrOMOSSOMIcas,

quando afelam as duas ciométides. As falhas sao descontinuidades cro-

e
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mossomicas que (ém largura inferior & espessura de uma cromatide, man-
tendo as extremidades proximal e distal na mesma direcio. O esquema

abaixo representa esses tipos de alteracoes conforme definidos por BEL-

GUELMAN (1982).

I=I= ﬁ||ii [

a b c d e f

Fsquerna para a diferenciacdo das quebras e falhas cro-
mossomicas e cromatidicas. a, b.  quebra isocromatidica
ou cromossomica; ¢, . guebra cromatidica: e. fa-

iha isocromatidica ou cromossémica; f.  falha cromatidica;

(BEIGUELMAN, 1982).

GAULDEN (1973), descreve que as :L!)e'rm(;()e-'s CEOMOSSOMICas
podem ser induzidas pela radiagdo com dose de 10 tad ou menos, sendo de
dois tipos gerais: as qiie ocorrem nos cromossomos apés a mitosce, mas anles
da sintese do DNA (roturas do cromossomo), resultando no aparecimento
de duas quebras nas cromatides irmds; e as que ocorrem depois da sintese
do DNA, mas antes da mitose (roturas da cromdtide), e somente uma das
moléculas evidenciard a lesao, ou scja, somente uma das células-filhas apre-

sentard a quebra no cromossomo.

As células e tecidos do organismo nao respondem de modo igual
a radiacao. Os radiobiologistas franceses BERGONIE e TRIBONDEAU. j4
em 1906, reconheceram essa sensibilidade diferencial das células 3 radiacio

¢ formularam uma lei, afirimando que a radiosensibilidade varia diretamente
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com a atividade mitética e inversamente com o grau de diferenciagdo mor-
folégica e funcional. WALLACE & DOBZHANSKY (1979) afirmam que
as células de um foliculo capilar, por se dividirem continuamente, estao
sujeitas a extensos danos por radiagao, o que estd de acordo com a lei an-
teriormente formulada. Por outro lado, de acordo com os pesquisadores
franceses, as células diferenciadas, como as musculares e nervosas, por nao

se dividirem, seriam mais resistentes a radiagao.

Essa lei pode ser empregada como guia geral para prever a sen-
~ sibilidade das células a radiacdo, embora com cautela, pois existem células,
como os linfécitos e os odcitos de mamiferos,l que sao muito radiosensiveis
e, no entanto, nio se dividem (MOSSMANN, 1979). Este autor, com base
em dados de RUBIN & CASARETT (1968), considera que a sensibilidade
relativa de células de mamiferos é elevada para as células hematopoiéti-
cgas, espermatogonias ¢ células do cpitélio intestinal; menos elevada para
células precursoras da série hematopoiética; média para células endoteliais
‘e fibroblasios; média baixa para células do epitélio hepdtico, renal, pdn-
credtico, tiredideo ¢ supra-renal; e baixa pard células do tecido muscular,

para ncuronios e eritrocitos.

7 Assim, a partir da demonstracio realizada por MULLER (1927)
de que os raios X induzem mutagdes, muitos cientistas se interessaram pelo
efeito biolégico produzido pelas radiagoes. Por esta razao é que bidlogos,
fisicos, quimicos e médicos tém se dedicado ao estudo e estao trabalhando
juntos nessa drea com a finalidade de obterem melhores resultados para
o entendimento das modifica¢des e injirias causadas aos seres vivos pelas

radiagoes.

.
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2.5 Areas com alto nivel de radioatividade natural no

Brasil

A vida na terra apareceu e evoluiu sob constante bombardeio de
radiagoes, algumas oriundas do espago ¢ outras provenientes de substincias

radioativas do planeta. A partir do século XX, as fontes naturais de ra-

diagao somaram-se as produzidas pelo homem, tais como os raios X, as

inimeras aplicagoes médicas e industriais de radioisétopos e os contami-
nantes ambientais gerados pelas explosoes nucleares. Assim sendo, os seres
humanos estao permancntemente expostos a uma radiacao de fundo, que
¢ a soma da radiacao natural com a artificial, e corresponde em média a
uma dose equivalente de quase 2,5 mSv por ano (ALCANTARA-GOMES,
1988b).

O valor médio da radiacao de fundo em locais habitados é 1,25
mSv ao ano e em regioes de alta radioatividade, como o Morro do Ferro, é
de 13.1,4 mSv ao ano. Para altitudes de 3000 m a radiacao é 20% superior &

radiag¢do ao nivel do mar, isso porque a atmosfera se encarrega de atenua-la
(GROSCH & HOPWOOD, 1979; OKUNO et alii, 1982).

Cerca de 30 a 40% da radiacio de fundo é devido aos raios
c6smicos (OKUNO et alii, 1982). Nas rochas que compéem a crosta terres-
“{re ocorrem diversos radionuc]idéos, como o potassio-40 (*"K), o rubl'dio‘-87
'(87Rb) ou os atomos radioativos pertencentes s familias do uranio-238
(***U)}, vranio-235 (***U) e do tério-232 (232Th). As doses de radiaco pro-
venientes desses radionuclideos variam de local pa.ré, local, dependendo da
composigao do solo e, geralmente, nao chegam a ultr‘apé,s'sar 0.6 mSv ao

ano, comn excegao de algumas regides, como por exemplo, Guarapari (ES)

onde, em virtude da grande quantidade de areia monazitica rica em tério, a-

dose pode atingir algumas dezenas de mSv por ano. Mas, a principal fonte
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de radiagio de fundo estd no préprio organismo vivo, ¢ sao os radionuclideos

como o “°K, hidrogénio-3 (*H), carbono-14 (1C) e principalmente alguns
isétopos das familias do ***U, 23U e do ***Th, que podem penetrar no corpo
através do ar inspirado, da dgua e dos alimentos ingeridos (ALCANTARA-
GOMES, 1988b). |
FREIRE-MAIA (1972) relata due a dose de radiagao recebida

pela gonada em regides de radiagao natural “normal” corresponde a cerca

de 10 a 15 uR por hora. Em um ano, a dose acumulada é igual a 0,1 R, o
que d4 aproximadamente 3 R em uma geragao, isto €, num periodo de 30
anos. No entanto, em algumas dreas onde ocorre uma concentragao maior
~ de minerais radioativos, essa dose natural pode ser bastante elevada. No
Brasil, essas regides sao encontradas no litoral sul do Estado do Espiri-
to Santo; no litoral norte do Estado do Rio de Janciro ¢ no Estado de
Minas Gerals, locais conhecidos como possuidores de minerais altamente
radioativos, o que confere, aos respectivos ambientes, uma intensidade de
| radiacio de fundo superior ao normal. Estes locais de radiagao natural

elevada tém despertado muito interesse em diversas dreas de pesquisa.

Em 1948, FRAHYA fez referéncia 3 existéncia de minerais ra-
dioativos no Planalto de Pogos de Caldas, mas somente em 1952, por
determinacoes radiométricas é que foi constatada a presenéa. de urdnio
(FRAHYA, 1962). O Planaito de Pocos de Caldas possui uma radioati-
, vidade natural elevada devido & presenca de inimeras anomalias radioa-
tivas espalhadas ao longo do mesmo. Em algumas areas, estas anomalias
sao bastante pronunciadas, apresentando diferentes tipos de minerais: o

urinio encontra-se associado ao zircénio ou ao molibdénio; e o tério aos

éxidos de ferro e manganés. As quatro maiores anomalias do Planalto sao -

as do Campo do Agostinho, Campo do Cercado, Taguari e Morro do Ferro
(VASCONCELOS et aliz, 1986).

Com a implaniagido do Programa Nuclear Brasileiro, foram in-

v

.-
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centivadas, em todo o-territério nacional, pesquisas sistematicas de deposi-
tos uraniferos. A primeira regido a ser investigada foi o Planalto de Pocos
de Caldas, uma das maiores intrusées alcalinas do mundo (VASCONCE-
LOS et alii, 1986), constituida por um destacado relevo delimitado por um
 macico de rochas igneas alcalinas pré-cambrianas, situado entre os esta-
dos de: Siao Paulo ¢ Minas Gerais, ocupando neste Gltimo a malor parte

de sua 4rea, cuja totalidade é aproximadamente de 800 km®. O Planalto

tem uma altitude entre 1300 a 1600 m, destacando-se até 630 m sobre as
areas vizinhas. Seu relevo apresenta morros e colinas suavizadas, sendo
mais elevado e acidentado no qﬁadrante sudeste, onde o Morro do .Ferro se
situa (BJORNBERG, 1959: ELLERT, 1959; WED.OW, 1967; LP.T., 1984;
SCHOBBENHAUS, 1984.). '

%

2.5.1 Morro do Ferro

O Morro do Ferro (origina}mente-ch.ama.do de Morro Alto e Con-
sulta), situa-se na area central do Planalto, distando cerca de 15 km ao sul
da cidade de Pocos de Caldas (I.P.T., 1984). K o ponto mais allo do Pla-
naltm com 1541 m de altitude (CARDOSO, 1986). Esta colina, que é um
exemplo notavel de um vulcao intrusivo porém nao explosivo, estd inse-
" rida no relevo acidentado de aproximadamente 140 m sobre sua base ¢ um
didmetro maximo de 1 km (WEDOW, 1967; LP.T., 1984). |

A partir de 1953, apds a mineralizacao do tério e terras raras no

Morro do Ferro, é que se desenvolveram estudos sistematicos relacionados
a radioatividade na drea. A regiio radioativa cobre uma érea de 0,35 km?
e uma profundidade de 100 metros. O Morro do Ferro, talvez seja o maior
depésito de tério conhecido no mundo. Muitos niveis de intensa radiagao

- ’ . 92 - ’
sao encontrados em uma pequena drea de 0,15 km?, sendo que o nivel

.
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médio é de 1,5 mR /h, chegando em algumas dreas em torno de 2 a 3 mR/h
(ROSER & CULLEN, 19G2a, 1962b}. Esses valores foram confirmados por
CULLEN (1977), que fez um levantamento detalhado da radioatividade do

Morro do Ferro em 40 pontos de uma drea com cerca de 273.000 m®. Os

valores radiométricos encontrados variaram de 0,1 a 3,0 mR/h. Segundo

- FREIRE-MAIA (1972), a taxa dc radioatividade nessa regiao é cerca de 20 a
30 vezes superior ao nivel médio “normal”, podendo chegar a ser 100 vezes

maior naqueles pontos de radiacao elevada. Através de reconhecimentos
radiométricos terrestres e um levantamento aerocintilométrico do Planalto,
comprovou=se que a radiaotividade é devida, em m'a.ior. parte aos elementos
da série de desintegracao do tério (¥**Th), ocorrendo também no local terras
raras e uranio (FRATIYA, 1962).

| Estudos miineralégicos mais recentes apresentados no quadro

abaixo, mostram com detalhes os principais nuclideos presentes na regiao.



Nuclideos da série do tério (Fonte: 1.P.T., 1984).
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Isétopo  Abundancia Meia-Vida Radiagao Energia Porcentagem
Relativa (meV) ' |
Isotépica {%)
232Th 100 1,4 x 10'? anos alfa - 4,01 76
' ' 39 24
gama  0.055 24
BRa - 5,76 anos beta 0,055 180
2 pc - 6,13 horas beta 2,08 10,0
1,85 96
1,72 6,7
1,11 530
0,64 7,6
0,46 13
gama 0,058 53,0
0,128 5.2
0,184 " .< |
228 7h - 1,9 anos alla 5,42 71
| o 534 28
gama 0,083 16
12Ra - 3,64 dias alfa 5,68 94
545 6
519 0O,
gama 0,241 3,
220Rn - 55 seg -alfa 6,28 100
gama 0,50 0.07
- cont.
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Isétopo Abundancia Meia-Vida Radiagao Energia Porcentagem

' Relativa ' (meV) '
Isotopica (%)

216pg - 0,16 seg - alfa 6,77 100

2pp - 10,6 horas beta 0,33 88

: | 0,57 12

gama 0,176 <1

0,238 47

0,300 ° 3,2

22p; - - 60,5 min beta” - 2,25 76

- alfa 6,086 9.8

6,047 25,1

* gama c/ beta 1,81 1,0

1,61 18

1,03 20

0,83 13

0,72 7

gamac/alfa 0,040 ° 2

- 0,288 05

0,46 0,8

(complexo)

2po - 3,04 x 1077 seg alfa 10,55 <1

8,785 . 99

208 - 3,1 min . . beta 1,80 100

gama 2,62 100

0,86 12

0,58 86

0,51 23

208p, 52,3 estavel - -
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Neste quadro, observa-se a meia-vida da maioria dos elementos
da série, que é muito curta quando comparada com a do **?Th, os diferentes
radionuclideos envolvidos no decaimento, os tipos de particulas associadas
a cada uma delas, a energia emitida em meV e a porcentagem de energia

com aquela intensidade.

DREW e EISENBUD (1966, 1970), estimaram em laboratorio

a dose anual de radiacao alfa recebida por roedores das espécies Zy‘godon-

tamys lasturus e Oryzomys rotticeps, que vivem em buracos no Morro do
Ferro, nos quais a concerntracio de nuclideos da série do raddnio-220 (***Rn,
212pt, e 212Bij), haviam sido investigadas previamente. Esses roedores foram
expostos por 48 horas a0 2"*Pb que em condigoes controladas de laboratério
podia ser inalado como **Rn ¢ como **Pb ou ingerido como 2**Pb. Os da-
dos obtidos em laboratério indicaram qué a exposi¢ao desses animais a uma
concentracio média de 27 nCi/l de 2*'Rn ¢ 23 pCi/l de ¥*Pb no Morroe do
Ferro resulia em uma dose anual de exposicao a radiagao alfa muito alta, de
cerca de 100 rad/ano no epitélio traqueo-bronquial e cerca de 25 rad/ano

no epitélio alveolar.

O Morro doFerro tem se revestido de importancia nao s6 para
estudos ao nivel dos organismos vivos mas tem sido indicado como modelo
natural que daria inform.a(;(”)es basicas para o estudo do problema e das con-
seqiiéncias da armazenagem dos residuos da industria nuclear (FUJIMORI
" et alli, 1980).

2.6 ' Efeitos bioldgicos da radiagdo natural elevada so-

bre os organismos

Na literatura podemos encontrar uma vasta relacao de experi-

mentos realizados com radiacao induzida desde Drosophila melanogaster

o ————
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até o homem. Mas, os estudos sobre os efeitos da radiacao natural elevada

sobre os organismos vivos tém sido muito pouco abordados.

GENTRY e colaboradores (1959) realizaram uma andlise em
1.242.744 criangas recém-nascidas no estado de New York, das quais 16.369
apresentaram malformacoes congénitas. Bascando-se em dados geoldgicos
sobre os depésitos de minerais radioativos e 0s provaveis niveis de radi-

oatividade natural em vérias dreas, mostraram que a incidéncia de mal-

formagoes congénitas nas criancas recém-nascidas era mais baixa (1,20%)
em areas pouco radioativas, maior (1,58%) em dreas com nivel alto, e mais
elevada (1,75%) nas areas com os maiores niveis de radioatividade natural

do Estado.
KRATCHMAN ¢ GRAHN (1960, apud FREIRE- MAIA, 1972),

também constataram que a fregiiéncia de mortes por malformagoes congé-
nitas estava correlacionada com o nivel maior ou menor de radiagao natural.

Os autores nao apresentam dados sobre a dosimetria dos locais estudados.

 Uma outra investigacao foi realizada por WESLEY (1960) reve-
lando que a freqiiéncia de malformagoes varia com a latitude geomagnética,

a qual estd relacionada com o fluxo energético dos raios cdsmicos.

Em roedores, GRUNEBERG (1964) empreendeu uma série de
observagoes em oito populagoes de ratos que viviam em uma faixa costal
- isolada no estado de Kerala {india.), que apresenta alta taxa de radiagao.
comparando-os com animais da mesma espécie coletados também em oito
populagdes de uma regiao com dose “normal” de radiagao. Nenhuma. dife-
renga sistematica entre as duas amostras ou malformagao grave de natureza
dssea foi encontrada. _
No Brasil, TAKAHASHI (1976) analisou uma populagao de es-
corpioes da espécie Tityus bahiensis do Morro do Ferro, e encontrou um
nimero significativo de células meiéticas com quebras cromossémicas em

espermatécitos, quando comparado ao conirole, concluindo assim que o

.
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nivel alto de radiacao natural contribuiu claramente para o aumento da

freqliéncia de aberragdes cromossémicas nesses animais.

Estudos realizados por PENNA-FRANCA e colaboradores

(1968), sobre a radioatividade presente na dieta de populagoes humanas
das regides de Guarapari e Araxa, mostraram que os elementos de maior
_importancia na contaminagio alimentar daquelas localidades eram o ***Ra,

2Ra e o *Th. Na regiao de Guarapari, rica em areia monazitica, a

producio local de alimentos era muito pequena e o contelido radioativo
da dieta de suas populagbes estava praticamente dentro dos limites nor-
mais. No entanto, na regiao mineira de Araxa, onde a producao agricola
é élevada, verificou-se que 13% da populacdo ingeria alimentos com uma

" radioatividade 5 vezes maior do que a média das regides “normais”.

Atualmente, pesquisadores da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ) vém realizando estudos radioecolégicos no Planalto de
Pogos de Caldas, fazendo um levantamento dos teores de ***Ra e *'"Pb
‘nos principais produtos agricolas e nos respectivos solos de cultivo visando
estimar doses de radiacdo na populagao humana. Nos principais produ-
tos agricolas cultivados no Planaito, como o feijio, a cen(;lira, omilhoe a
batata, as concentragoes médias de ***Ra e *'"Pb encontradas foram equi-
valentes enire si, porém, os valores obtidos foram uma ordem de grandeza
superiores aos provenientes de dreas de radioatividade natural “normal”.
Os autores concluiram serem estes radionuclideos, presentes nos vegetais,
importantes no que diz respeito & dose populacional por ingestao (VAS-
CONCELOS et alit, 1986). '

O Morro do Ferro, constitui-se, portanto, em excelente regiao
para estudos de efeito da radioatividade natural, tanto em plantas como
em animais (LEl, 1985) e como mencionado por TAKAHASHI (1976), o
estudo dos efeitos genéticos da radiacao ionizante presente em fontes natu-

rais representa uma oportunidade tnica para analise das conseqiiéncias a

| e
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longo prazo da exposicao a radiagao.

2.7 Panorama geral referente aos anfibios

Os anfibios sao derivados de um ancestral semelhante ao peixe,

possivelmente do periodo Devoniano. Sao possuidores de alguns caracteres

novos que os adaptaram a vida terrestre, como patas, pulmoes, narinas co-
.\ ) - ; o

municadas com a cavidade bucal e orgaos dos sentidos que podem: funcionar

tanto na agua como no ar (STORER et aliz, 1986).

Os anfibios modernos sao encontrados na maioria dos habitats,
apresentam ampla distribuigao geogrifica e estdo presentes em todos os
continentes. A adaptacao do grupo é notével, conquistando mesmo dreas
. desérticas, onde sobrevivem armazenando dgua em seus corpos em estado
.de hibernagao dentro das tocas, nas quais existe relativa umidade (BLAIR,
1976). Vivem principalmente na dgua e em lugares tmidos sem salinidade.
. Sao comuns em regides temperadas imidas, mas a maioria é tropical. Em
certas florestas tropicalis representam o grupo mais abundante de vertebra-
dos (STORER et alif, 1986). o

A classe Amphibia estd dividida em trés subclasses: Labyrintho-

" dontia, Lepspondilis e Lissamphibia. A primeira e a segunda foram pionei-

ras sobre a Terra ha cerca de 300 mithoes de anos; e extinguiram-se apds 200

‘milhdes de anos. A terceira subclasse, Lissamphibia, apareceu no perfodo
do Jurdssico, ha cerca de 150 milhoes de anos. Expandiu-ser rapidamente e
apresenta atualmente cerca de trés mil especnes distribuidas em trés ordens:
A_nura (Salientia), onde estao incluidas as Tas, sapos e pererccas; Urodela
(Caudata), contém as salamandras; e Apoda (Caecilia ou Gymnophiona),
onde estao inseridas as cobras-cegas. Do tolal de espécies vivas, 85% sao
anuros, 10% urodelos e 5% dpodos (ALMEIDA, 1984).
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A ordem Anura é a mais bem sucedida dos anfibios, apresen-
tando 77% de suas familias com centro de distribui¢io tropical e 14% em
areas subtropicais do hemistério Norte. Sao encontrados em quase toda a
irea ocupada pelos Urodelos e Apodas, excluidas as regioes de condigoes hi-
bernais extremas do hemisfério Norle. Sao os Unicos anfibios presentes em
" regioes como o oeste da India, Madagascar, Nova Guiné, Austrilia, Nova

Zelindia e Ilhas do oeste e sudeste do Pacifico (SAVAGE, 1973).

Os anuros possuem cordas vocais na laringe que servem para
emitir vocalizagoes, caracteristicas para cada espécie (STORER et dlz'z',
1986). As fungoes das vocalizacoes podem ser de atracao de parceiro paraa
reproducao ou defesa de territério (SCHITZ, 1973; SALTHE & MECHAM,
1974).

A familia Hylidae é composta por aproximadamente 34 géneros
e mais de 400 espécies. Trinta dést.es géneros ¢ 350 espécies vivem nos
- trépicos americanos (DUELLMAN & TRUEB, 1985). Esta familia é de
ampla distribuicao fazendo-se presente em todo o continenie américano,
Asia Central e Oriental, Furopa, e regiao noroeste da Africa (BATISTIC,
1986).

As pererecas estao inseridas nesta familia. A maloria delas é
menor do que 5 ¢cm, mas algumas podem atingifaté 14 ¢cm de comprimento.
- Grande parte das pererecas apreseniam discos “aderenies” expandidos em
" cada dedo usados para subir em arvores, barrancos ¢ paredes. Apresentam

ainda, odontdides no maxilar superior e cartilagem intercalar nos dedos
(COCHRAN, 1955). '

As duas espécies de anfibios anuros utilizadas no presente tra-
balho, Aplastodiscus perviridis ¢ Hyla albopunctata, pertencem a familia

Hylidae.
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2.7.1 Apfastodiscus perviridis B. Lutz, 1950

O holétipo procede da Fazenda do Bonito, na Serra da Bocaina,

Sao José do Barreiro, SP.

" Esta espécie ocorre nas regices de altitude, préximo as serras

litordneas do sul e sudeste do Brasil, desde o estado de Sao Paulo até o Rio
Grande do Sul, além da Argentina (CARDOSO, 1986). Segundo BOKER-
MANN (1967), esses individuos cantam gera!mente na vegetacao porém

podem ser encontrados também em alturas superiores a 3 ou 4 metros.

BOKERMANN (1967}, analisou A. perviridis da Serra da Bo-
caina e verificou que o canto é constituido de uma tnica nota, repetida em
grupos de 2 a 5, cerca de 25 a 30 vezes por minuto. No entanto, as ob-
servagoes feitas por CARDOSO (1989, comunicagao pessoal) diferem das
daquele autor. CARDOSO verificou que a vocalizagao de exemplares ma-
chos desta espécie da Serra da Bocaina ocorre em séries de 5 a 6 notas
repetidas a intervalos regulares, enquanto na popu_légéo do Morro do Ferro
- (CARDOSO, 1986), é constituida por nbf@s isoladas emitidas a intervalos

regulares.

Além dessas diferengas de canto, CARDOSO (1989, comunica-
¢do pessoal) verificou também que individuos da populagao da Serra da
“'Bocaina apresentam timpanos menores e ante-bragos mais robustos do que
os individuos do Morro do Ferro, o que levou a hipétese de que essas duas

populagées poderiam tralar-se de duas espécies distintas.
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2.7.2 Hyla albopunclate Spix, 1924.

Espécie pertencente a familia Hylidae, bem caracteristica, tipica
das dreas abertas e com distribuicao ampla por todos os Estados do Su-
deste do Brasil, além do Paran, Mato Grosso e norte da Argentina (CAR-
" DOSO, 1986). A cor é amarela-pardacenta ou castanha, as vezes com

barras transversais sobre o dorso e regiao inguinal com pontuagoes brancas

‘caracteristicas.

2.8 Citogenética de Anuros

No inicio deste século, os estudos com anfibios anuros eram prin-
cipalimente sobre sistemdtica, havendo pouco interesse pela citogenética des-

tes animais.

Com o avanco téenico-metodoldgico da citogenética animal, que
teve um grande impulso a partir da década de 60, varios pesquisadores se in-
teressaram pelo estudo cromossomico de anfibios anuros, dentre estes SAEZ
e BRUM (1960); OHNO e colaboradores (1964); BECAK (1967, 1968);
BECAK e colaboradores {1966); MORESCALCHI (1967, 1968); BOGART
(1970); BECAK ¢ BEGAK (1970, 1974); BECAK e RABELLO (1976):
RUIZ e BECAK (1976); RUIZ e colaboradores (1980, 1981); HERRERO
(1982); ZHENGAN e JIANWEN (1983). e outros,

Estudos cromossomicos tém se mostrado de grande utilidade no
estabelecimento de relacoes filogenélicas para varios grupos de animais ¢
plantas e no estudo comparativo dos cariétipos de diferentes espécies. Es-
tes estudos podem nao sé esclarecer problemas de ordem sistematica. como

também auxiliar no conhecimento dos mecanismos cromossomticos evoluli-

ot
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vos que se desenvolveram durante a especiagao, pois alteracoes cariotipicas
comumente acompanham a evolugao de uma espécie.

BECAK (1967) relata que os individuos da mesma espécie ge-
ralmente apresentam apenas um cariétipo, ou seja, mesmo numero e forma
de cromossomos. A constancia do .cariétipo em cada espécie pode ser even-
- tualmente utilizada, associada a outros pafﬁmetms, para identificagao sis-

tematica, apesar de que espécies diferentes podem frequentemente apre-

sentar cariétipos muito semelhantes, como é o caso, por exemplo, de Bufo
ietericus, B. crucifer e B. paracnemis, com 2Zn = 22 cromossomos (BECAK,
1968), e de H. arborea ¢ H. regilla, com 2n = 24 cromossomos (MORES-
CALCIHI, 1965).

Por outro lado, existem espécies morfoibgicamenm muito pareci-
das, como J1. brunnea e H. septentrionales, consideradas inicialmente como
uma tinica espécie. A analise cariotipica destas espécies foi muito elucida-
tiva, pois demonstrou que a primeira apresenta o nimero de cromossomos
2n = 34 ¢ a segunda 2n = 24, além de outras diferengas na forma destes

constituintes celulares {COLE, 1974).

’

De um modo geral, a variacao no ndmero de CTOmMossomos ¢
menor que a variagao de sua morfologia. Em determinados grupos ha
constancia de nameros embora haja variagao de morfologia.

Muitas hipdieses relacionadas & origem e evéiugé(} de anfibios
puderam ser formuladas a Juz dos conhecimentos relacionados a anilise
cromossdmica. Com relacio a familia Hylidae, vdrios trabalhos relacionados
a cariétipos de muitas espécies foram realizados com esta finalidade.

DUELLMAN e COLE (1965) analisaram 32 espécies de hilideos
¢ verificaram que a maior parte delas tém 2n = 24 cromossomos. Uma delas
apenas, Acres crepitans blanchardi, com 2n = 22, quatro com In = 26 ¢
trés com 2n = 30. Posterjormente, DUELLMAN (1967) analisou mais 27

espécies ¢ identificou nlineros cromossdmicos de 2n = 24, 26, 28 ¢ 30. Estes

s
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autores analisaram apenas o nimero através das metéfases 1 meiéticas, nao
se reportando a nenhum aspecto morfolégico dos cromossomos mitdticos.
BECAK (1968) e BECAK e BECAK (1970) analisaram 8 espé-
cies desta familia e verificaram também que o niimero diploide de cromos-
somos variava de 22 a 30: I. bulchella prasing; H. hayi; H. faber; H. mul-
tilineata e H. albomarginata, que apresentaram 2n = 24; H. albopunctala,
2n = 22; H. microps, 2n = 30; ¢ Fritziana gaeldii, com 2n ~ 26. Algumas

destas espécies, como H. bulchella prasina e H. albomarginata apresenta-
ram um par, H. faber dois pares, Fritziana gaeldii 1rés parves e Il. microps
quatro pares de cromossomos acrocéniricos. Estes autores notaram que
esses CIOIMOSSOMOoSs 530 Mals NUMerosos nas (;spécies cujo numero dipldide

de cromossomos também é maior.

RABELLO (1970) estudou nove individuos da familia Hylidae:
H. raniceps; Phrynohyas venulosa; H. crepitans; H. polytaenia; H. fusco-
marginata ¢ H. trachylorar {sinonimo jinior de H. fuscovaria) apresenta-
ram 2n = 24 cromossomos e . minuta, H. rubicundula e I{. nana apre-
sentaram 2n = 30 cromossomos,

FORESTI (]972) analisou 23 éspécies, representando b géneros
de anuros, pertencentes a familia Hylidae. O ndmero diploide de cromos-
somos enconirado nestas espécies foi 24, 26 e 30. Como nica excegao.
~encontrou 2n = 32 em Hyla berthalulzae. Foi verificado também pelo autor
que as espécies com maior nimero de Ccromossomos apresentaram maior

nimero de acrocentricos.

BOGART (1973) defende a hipdtese de um ancestral comum
para os anuros que teria originado todos os géneros atuais, com 2n = 26,
tendo em vista que em um grande nimero de familias o nGmero 2n =
26 estd presente em varios géneros, frequentemente associados as formas
mais primitivas de cada uma delas. Portanto, é possivel que este scja

o nimero dipléide inicial a partir do qual as familias modernas tenham
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derivado conforme proposto por BOGART (BATISTIC, 1986).

O género Hyla, de distribuicdo mais ampla, aparentemente (ém
dois ramos cariotipicos, 2n = 24 e 2n = 30, com evidéncias de representarem
duas linhas fiiogeraét.icé,s distintas. Outros niimeros conhecidos, como 2n =
18, 2n = 20, 2n = 22 e 2n = 34, em Hyle sao considerados derivacoes
daqueles niimeros modais (BATISTIC, 1986).

Baseado na cvidéncia de que nos anuros o baixo nimero de

acrocéniricos estd associado, em geral, ao baixo nimero de cromossomos,
BECAK (1967) e FORESTI (1972) propuseram que o processo de evolugao
de anuros possa ter ocorrido, para certas espécies relacionadas dentro de
algumas familias, através de uma reducao do niimero cromossémico a partir
do ancestral 2n = 26, pelo mecanismo de fusao céntrica, originando o grupo
com 24 cromossomos. Por outro lado, através de fissao céntrica poderia ter
se originado o grupo com 30 cromossomos (BOGART, 1973). Em 1945,
WICKBON (apud BECAK, 1968) j& havia levantado a hipdtese de que
a fusfio céntrica pode ter ocorrido com relativa freqgiiéncia no desenvolvi-
mento filogenélico dos Anura. Este autor se baseou também no fato de que
os maiores numeros dipldides de cromossomos foram encontrados nas for-
mas mais primitivas, nas diferentes sub-ordens. Portanto. o mecanismo de
fusfo céntrica permite explicar, ern muitos casos, a variabilidade cariotipica
de certas familias de anuros, entre elas Hylidae. Atualmente, considera-se
gue a discrepincia do nidmero de cromossomos seria alcangada, em geral,
por rearranjos cromossémicos que levam a sua diminuicao ou aumento, po-
dendo haver inclusive perda de segmentos durante o processo (BATISTIC,
1086).

Tais rearranjos podemn ocorrer espontaneamente ou ser induzidos

or intimeros fatores, dentre os guais a radiagao.
3 4 G

Com relagao a cromossomos sexuais heteromérficos, sao raras as

espécies de Hylidae em que esses estao presentes. Em H. arborea japonica

et
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foi relatado a presenca de cromossomos do tipo XY, em que o X seria o
submetacéntrico e o Y metacéntrico, com tamanhos diferentes entre si. Na
préfase meidtica o Y apresentar-se-ia heteropicnético (YOSIDA, 1957). No
entanto, estes dados diferem dos de MORESCALCHI {1965), que também
analisou esta espécie e ndo encontrou heteromorfismo cromossémico sexual.

Portanto, esses dados sio contraditérios ¢ necessitam de confirmagao.
Outro caso descrito na literatura refere-se a Gastrotheca riobam-

bae, que apresentou o par 4 dimérfico, com o cromossomo Y maior do que

0.X e completamente heterocromatico (SCIIMID et alii, 1983).

Um outro aspecto a ser considerado em relacio aos cariélipos
dos Hylidae analisados até o momento 6 que a maioria das metéafases em
primeira divisdo meidtica apresentam bivalentes em forma de anel, logo,
com quiasma terminal (BECAK, 1968; RABELLO, 1970; FORESTI, 1972;
ALMEIDA, 1984). MORESCALCHI (1968) considerou esta caracteristica

tipica dos anuros mais evoluidos.
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3 Material
3.1 Coletas

As regides de coleta estao identificadas geogréficamente na fi-
gura 1. Foram realizadas 24 viagens, assim distribuidas: dezesseis para o

Morro do Ferro, préximo & cidade de Pogos de Caldas (MG} (Figuras 2 e
3); seis para Botucatu {SP) (Figura 4); e duas para “Recanto das Garrafas”
(municipio de Sao José do Barreiro - SP) localizado no Km 26 da estrada
de acesso ao Parque Nacional da Serra da Bocaina (Figura 5). Além destas,
foram realizadas seis coletas no brejo da lagoa proxima ao “Campus” da
UNICAMP (Campinas, SP) (Figuras 6 e 7). Todas as coletas foram rea-
lizadas & noite, e para isso contamos, cm Botucatu, com a ajuda do Prof.
Dr. Jorge Jim, do Departamento de Zoologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas e Biolégicas da UNESP e nas dernais_ localidades com a ajuda do
Prof. Dr. Adio José Cardoso, do Departamento de Zoologia da UNICAMP
e de membros de seu grupo. |

As ficuras de 2 a 7 mostram os ambientes com diferentes ve-

getagoes onde sdo encontrados os anfibios estudados.
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3.2 Animalis

No presente trabalho foram utilizados 10 individuos adultos de
Aplastodiseus perviridis ¢ 10 de Hyla albopunctata da regiao do Morro do
Ferro. Como controles de A. perviridis foram coletados 10 animais em

" Botucatu e 10 na Serra da Bocaina; como controles de H. albopunciata

foram utilizados 9 exemplares provenientes do “Campus” da UNICAMP e

9 da regido de Botucatu (Figuras 8 e 9). A nomenclatura adotada seguiu
FROST (1985).
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Figura 1. Mapa geogrifico indicando os locais de coletas. Adaptado de

SIMIELLI e BIAST {1988).



] s P Viada gor: ' .
Figura 2. Vista geral de mata de galeria do Morro do Ferro (MG). {Foto
A. J. Cardoso). |

Figura 3. Area de brejo. com pocas rasas ¢ mata de galeria (ao fundo), no

Morro do Ferro (MG), onde sao encontbrados A. perviridis ¢ o albopunetata.

(Foto A. J. Cardoso).
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Figura 4. Arca de brejo com vegetacao arbustiva, em Botucatu (SP). onde
IT) o b b

sao encontrados A, perviridis o H. albopunciata.

Tigura 5. Vista geral do ambiente de A. perviridis na Serra da Bocaina

(SP).

e
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Figura 6. Vista geral da lagoa do *Campus” da UNICAMIP {Campinas,

sP).

Figura 7. Vista geral do ambiente de M. albopunctata proximo a lagoa do

“Campus” da UNICAMP (Campinas, SP).



Tigura 8. Macho de A. pereridis, ZUEC 7550, comprimento total 3,5 e,

procedente do Morro do Ferro (MG). {Foto A. J. Cardoso),

Picura 9. Macho de 1. albopunctata, ZUEC 7546, comprimento total 6
£ i I

cm, procedente do Morro do Ferro (MG). (Foto A. J. Cardoso).
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A posicao sistematica das espéeies utilizadas € a seguinte: Classe:
Amphibia; Ordem: Anura {Salientia); Sub-Ordem: Procoela; Familia: Hy-
lidae; Géneros: Aplastodiscus e Hyla; Espécies: Aplastodiscus perviridis B.
Lutz, 1950 e Hyla albopunctata Spix, 1824.

O material testemunho foi fixado em formol a 10% por um
perfodo de uma semana e depois conservados em dlcoo] etilico a 70%. Os
exemplares foramn identificados individualmente e encontram-se depositados
no Museu de Histéria Natural da UNICAMP (ZUEC), conforme relagao na
tabela 1.

Alguns exemplares de H. albopunctala provenicntes do Morro do
Ferro e do “Campus” da UNICAMP nao foram depositados como material
testemunho devido a sua manipulacao intensiva para retirada da medula

dssea.



Tabela 1. Identificécﬁes e procedéndia dos exemplares estudados
{(ZUEC = Museu de Historia Natural da UNICAMP; BBC =

Bepartamento de Biologia Celular, IB, UNICAMP).

. —— — ———— T —— A T N S W0 Bl Al ok o bk o i Ak ol o TR AR B e W T AR W W e e S W s R S MM A i e o o

Fspecies lLocalidades Nimero ZUEC Numero DBC
A. perviridis Morro do Ferro 7535 - 75337 i1.01 - 11.03
7544 - 7545 11.06 - 11.07
7547 -~ 7550 11.10 - 11.13
7579 11.5¢@
Botucatu . 7543 11.85 :
.7551 - 7538 11 .14 - 11 214
7574 11 .42 :
Serra da Bocaina 754 11 .04
: 7364 ~ 7568 11 .22 -~ 11 .26
757¢ ~ 7573 11.35 - 11 49
H. albopunctata Morro do Ferro J— 19.01 - 19.02
. 754¢4 19,11
— i9.12 - 19.13
——— 19 .2¢
7580 19.88 - 192.89
—— 19 .40
e e i9.41
UNICAMP " 7538 - 7541 19.05 - 19 .08
. —— 19.09 - 19 .10
75469 19.30
i e . 19.31 -~ 19 .32
Botucatu 7589 -~ 7543 19.22 ~ 19 .26
7575 -~ 7578 19.33 - 19 .36

Wk S A W G e o ey b e T T TR . " S o o T T — T WED U e il Mds oy e e T O EWR BAR A e M e S S . ot o do o o o

Os animais DBC 19.91 - 19.02; 19.12 - 19.13; 19.20; 1?.28 - 19 .29;
19.44 de H. albopunctata do Morro do Ferro e 19.09 -~ 19.10 e 19 34
- 19 .32 da UNICAMP foram descartados.
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4 Métodos
4.1 Preparacido do material

Animais adultos receberam por injegao intraperitonial uma solu-

¢ao aquosa de colchicina (Merck) a 1% na dosagem de 0,02 ml por grama de

peso animal, cerca de 4 horas antes de serem sacrificados. Apds isto, e sob
narcose por éter, os animals foram sacrificados, abertos longitudinalmente
e entio, removidos o intestino, o bago, o esdfago,; as gonadas {OHNO et
alii, 1964) ¢ a medula (SCHMID. 1978).

4.2 Preparacao das lAminas visando a obtengdo de

cromossomos metafasicos
4.2.1 Por esmagamento de tecidos

Os 6rgaos foram cortados em pequenos {ragmentos de 1.2 2 mm,
os quais foram submetidos & a¢ao hipoténica da dgua destilada gelada por
20 minutos, fixados em solu¢ao de Carnoy por 15 minutos e, a seguir, trans-
feridos para o dcido acélico a 50% por 15 minutos. Apds isso, os fragmentos
foram esmagados diretamente em orceina lacto-acética ou colocados sobre
as laminas com acido acético a 50% e picados com lamina de barbear Gil-
lete. Os excessos foram retirados e os fragmentos pressionados entre lamina
e laminula (OHUNO el afit, 1964). Apds o congelamento do material em ni-

trogénio liquido, a laminula foi retirada com o auxilio de uma lamina de
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barbear e o material secado 3 temperatura ambiente.

4.2.2 A partir da suspensio celular

4.2.2.1 Do epitélio intestinal

Segmentos de intestino com cerca de 1 cm de comprimento fo-
ram abertos longitudinalmente, a fim de expor o epitélio e colocados em
uma placa de Petri com 5 ml de uma solugao de citrato de sédio a 0,9%
por 15 minutos. Logo apds. o material foi transferido para outra placa de
Petri contendo uma solucio de metanol/acido acético glacial na proporgao
de 3:1 e as células epiteliais da parte interna do intestino foram removi-
das, raspando-se vigorosamente. Apds 5 minutos de fixagao, este material
foi transferido para tubos de centrifuga, suspendido com pipeta Pasteur
e centrifugado a 500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
cuidadosamente e o precipitado de células foi ressuspendido delicadamente
em 3 ml! do mesmo fixador. O processo'da centrifugacao era novamente
repetido caso a suspensao de células nao estivesse limpida.

Apds este tratamento, 2 a 3 gotas do preparado foram pinga-
_das sobre laminas geladas umedecidas em dgua destilada ou aquecidas na

- chama do bico de Bunsen e secadas ao ar a temperatura ambiente (KING
& ROFER, 1976).

4.2.2.2 Dos orgaos tripsinizados
Fragmentos de intestino, bago e eséfago foram colocados numa

placa de Petri contendo solugao de Ringer para anfibios e picados com

i
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lamina de barbear Gillete. Apés isso, o material foi transferido para tubos
de centrifuga contendo tripsina a 1% em solucao de Ringer, por 30 minutos.

Parte do material foi deixada a temperatura ambiente e parte foi colocada
na estufa a 37" C (SCHMID et aliz, 1987; C. G. ALMEIDA, c_omuni(:a(;éo

pessoal). Apés este tratamento estes preparados foram suspendidos com
pipetas Pasteur e centrifugados duas vezes a 1100 rpm durante 10 minutos.

O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o precipitado de células

foi ressuspendido em 8 ml do fixador metanol/acido acético glacial na pro-
porcao de 3:1,e guardado na geladeira por 12-14 horas,

| No dia seguinte, procedeu-se a uma nova centrilugagao para
troca de fixador. As laminas foram preparadas pingando-se duas a treés
gotas dessa suspensao sobre laminas geladas umedecidas com 4gua desti-

lada ou sobre laminas aquecidas na chama do bico de Bunsen, ¢ secadas ao

ar (KING & ROFER, 1976),

4.2.2.3 Da medula dssea

Apés o sacrificio do animal, os ossos longos das patas foram reti-
rados e a medula dssea foi removida com auxilio de uma seringa contendo 10
ml de solugao hipotonica de cloreto de potassio a 0,075 M, e deixada nessa
" solugdo por 1 hora a temperatura ambiente. Apds isso, procedeu-se a pré-
fixagio da suspensao de células adicionando-se 6 gotas de metanol/acido
acético glacial gelado na proporcao 3:1. Depois de b minutos foram adici-
onados 2 ml do fixador a suspensao e esta homogencizada levemente com
pipeta Pasteur. A suspensio de células foi centrifugada a 1000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e o precipitado foi
levemente ressusbendido em fixador e deixado por duas horas (SCHMID,
1978).
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Apés esle tratamento, as ldminas foram preparadas conforme

descrito anteriormente no item 4.2.2.1.

4.3 Coloracoes utilizadas

4.3.1 Orceina lacto-acética

Fragmentos de intestino, esofago, bago e testiculo foram colo-
cados sobre lamina com 1 a 2 gotas de orceina lacto-acética, picados com
lamina de barbear Gillete, deixados corar por 30 minutos ¢ entao esmaga-
dos entre lamina e laminula, sendo as laminas seladas com esmalte de unha

para posterior anélise.

4.3.2 Glemsa

Tanto os preparados obtidos por esmagamento de fragmentos de
tecidos como os obtidos a partir das suspensoes de células foram submetidos
3 hidrélise com HCI 1 N a 60" C durante 5 a 10 minutos (para o esmaga-
- mento das gonadas e os preparados de suspensao de células: 5 minutos:
para os demais: 10 minutos). O tratamento hidrolitico foi interrompido
com &gua destilada gelada, apés o que as laminas foram deixadas secar a
temperatura ambiente.

Em seguida, os preparados foram corados com solugao de Gi-
emsa (Merck) a 2% em tampao fosfato 0,0 M a pH 6.8 por 30 minutos,
lavados rapidamente em dgua destilada, secados a temperatura ambiente,
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diafanizados em xilol por 10 minutos e montados em balsamo do Canada.

4.4 Exame do material

Todos os preparados foram analisados e fotografados com o auxi-

lio de um fotomicroscopio Zeiss, utilizando-se filmes Panatomic-X {ASA 32)
e Agfa Copex PAN (ASA 100).

As metifases mitéticas foram analisadas quanto a morfologia
dos cromossomos, tanto nos tecidos somaticos como nos germinativos. Os
mesmos parametros foram também considerados para as metafases I e 11
da meiose. As metafases normais, bem como aquelas que apresentaram
alteracdes cromossomicas foram selecionadas, marcadas, desenhadas ao mi-

croscopio e parte delas fotografadas.

As fotomicrogralias foram utilizadas para documentagao das al-

teracoes cromossomicas, montagem dos cariétipos ¢ morfometria.

4.5 Montagem dos cariétipos e anilise morfométrica

O caridtipo de A. perviridis foi montado parcando-se os cromos-
somos homologos que foram recortados das fotomicrografias e dispostos em

ordem decrescentie de tamanho.

Para analise morfométrica dos cromossomos foram feitas medi-
das dos tamanhos relativos, indices centroméricos e relagao de brago de
cada cromossomo, obiidos diretamente de ampliacoes fotograficas de pelo

menos 5 metéaflases completas de cada um dos individuos (BECAK, 1967).
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O tamanho relativo do cromossomo (TR), expresso em porcen-
tégem, é a proporcao entre o tamanho absoluto do cromossomo individual
(T1) em relagdo ao tamanho total dos cromossomos de um complemento
hapléide (TT):

. Tlz100
TR = TT{n)

O indice centromérico {1C) indica a posicao do centrémero e é

obtido pela propor¢ao do braco menor (Bm) com o tamanho absoluto do

CTOMOSS0ING,

A relagao de bragos (RB) ¢ fungiao do centrémero, ¢ é obtido
pela razao do comprimento dos bragos maiores (BM) do cromossomo pelos

bragos menores:

: . BM
BB = 3

Foram convencionados por BECAK (1967) os seguintes valores

para a classificagao dos cromossomos:

Morfologia Relacao dos Bragos | indice centromérico

Acrocéntricos RB > 4 1C <02
Submetacéntricos 4> RB> 1,5 0,4 > IC > 0,2
Metacentricos RB <15 IC > 0,4

Os {amanhos relativos dos cromossomnos ¢ os indices centromé-

ricos foram ainda utilizados para construc¢ao dos idiogramas.
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4.6 Anadilise estatistica

Para o célculo das médias, desvios padroes, andlises de variancias
e teste de SCHEFFE, os dados foram normalizados pela transformacgao an-
gular de FISHER (arc sen +/*). Para tanto foi utilizado o pacote SOC
da EMBRAPA, versao 1.01. instalado em microcomputador IBM-PC com-
pativel SCOPUS, no Laboratério de Estatistica do Instituto de Matematica,

Estatistica e Ciéncia da Computacio (IMECC) da Universidade Estadual

de Campinas.
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5 Resultados

5.1 Caridétipos
5.1.1 [i. albopunclata

A analise das metifases de varios exemplares desta espécie mos-
trou que os cariétipos dos individuos coletados nas localidades do Morro
do ¥erro, de Campinas ¢ de Botucatu sido semelhantes entre si (Figuras
10, 11 e 12). Os trés caridtipos apresentados de exemplares de cada regiao
exibem 2n = 22 cromossomos, com os pares 1, 7, 9 e 10 metacentricos e

os demais submetacéntricos. Nas figuras 11C e D, 12C e D, e 13C e D

22 cromossomos uma vez que exibemn 11 bivalentes anclares na meiose |,
indicando a presenca de dois quiasmas terminais e portanto a ocorréncia

de pelo menos dois crossing-over.

5.1.2 A, peruniridis

Foi determinada a constituicdo cromossbmica de A. perviridis
procedente do Morro do Ferro, Serra da Bocaina e Botucatu. O comple-
mento dipléide da espécie é de 24 cromossomos (Figuras 13, 14 ¢ 15). Os
12 pares cromossomicos, distribuidos nos caridtipos {Figuras 13 a 15) e no
idiograma (Figura 16) em um gradienfe de tamanho, sao apresentados em
ordem decrescente. As metdfases em meiose I (Figuras 13C, 14C e 15C)
mostram os 12 bivalentes, sendo todos anelares, indicando a presenga de

quiasmas terminais. As metdfases em meiose 11 (Figuras 13D, 14D ¢ 15D)

TN
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mosiram os 12 cromossomos fithos.

Na tabela 2 estao sumarizadas as medidas do tamanho relativo,
relacao dos bragos e indice centromérico. Cada par cromossomico foi clas-
sificado quanto a posicao do centromero bascado nos parametros citados
anteriormente. Os dados apresmﬁ,ados na tabela 2 foram tambdém utiliza-
- dos para construgao dos idiogramas. Os pares cromossomicos 1, 8, 9, 10,

11 e 12 apresentaram-se metacéntricos e os pares 2, 3, 4, 5, 6 e 7 sao sub-

metacéntricos {Tabela 2, Figura 16). O par cromossomico maior, o niimero
¥y representa 16,0 _

vspace*5cmgenoma, enquanto o menor, o par 12, apenas 4,0
vspace*dcmobtidos para todos os parimetros analisados foram muito seme-
thantes entre os individuos das trés localidades para todos os cromossomos

analisados {Tabela 2).
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tamanho relativo (¥);

Tabela 2, Médias e desvios padrbes das medidas cariotipicas de A. perviridis procedentes do Morro do Ferro (MF), Serra ds Bocaina (SB) e Botucatu (BT). TR

metacéntrico; SH = subsebacentrico.

M=

posicio do centromero;

dice centromerico; PC =

in

dos bragos; IC =
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5.2 Alteragoes cromossOomicas estruturais

Os tipos de alteragdes estruturais encontradas nas metéafases
mitéticas dos individuos de A. perviridis e H. albopunctata provenientes
do Morro do Ferro, Serra da Bocaina, Botucatu e UNICAMP estao repre-
- sentados esquemalticamente na figura 17 e documentados nas figuras 18 a

57. Essas alteragoes foram agrupadas e classificadas como:

compactacio : parcial em um brago; parcial nos dois bragos; telomérica
"~ em um ¢ nos dois bragos; e centromérica {Figuras 17 a 19, 21 a 23,
25, 28, 38, 52 e 54 a 57):

descompactaciio : parcial em um e nos dois bragos; telomérica; e con-
tromérica (Figuras 17, 19 a 24, 37, 39, 40, 41, 43, 45, 47 a 51 e 57);

quebras : cromatidicas e isocromatidicas ou cromossémicas (Figuras 17,
18, 26 a 28, 45, 49, e 57);

falhas : cromatidicas e isocromatidicas ou cromossémicas {Figuras 17, 26,
44, 46 e 56);

delecdo : cromatidica de um brago longo; isocromatidica ou cromossdmica

dos dois bragos longos; ¢ parcial (Figuras 17, 40, 42, 43 ¢ 46);
' fragmentos acéntricos : (Figuras 17, 26, 30, 32, 35, 36, 38, 40, 43 e 53);

cromossomo dicéntrico : (Figuras 17 ¢ 29).
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Para a distingao entre as alleracoes dos Lipos quebras e falhas
foi adotada a classificaio proposta por BEIGUELMANN (1982). Em H.
albopunctata notou-se também, embora nao tenha sido feita uma andlise da
" freqiiéncia, a presenca de cromossomos com aspecto “espiralado”, em geral
associado aquelas metéfases que dpresentaram cromossomos com diversos
graus de descompactagdo ao longo de suas cromatides (Figuras 20, 26, 47
e 55) ¢ com separagao de cromatides apresentando quebra longitudinal na
regiao centromérica (Figuras 27, 31, 32 e 54). Isto ocorreu especialmente
nos animais provenientes do Morro do Ferro e em menor grau nos de Cam-

pinas.
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Na tabela 3 encontram-se os nimeros de alleragoes cromosso-
micas para cada um dos tipos mencionados anteriormente, para as duas
espécies estudadas. Pode-se observar que os 10 individuos analisados de A.
perviridis do Morro do Ferro apresentaram um namero notdvel de delegoes
parciais {108} ¢ de fragmentos acéntricos (123). Por outro lado, nao {oi
“encontrado nenhum cromossomo dicéntrico ou cromossomo com descom-

pactacao telomérica em um ou nos dois bragos cromossomicos. Nos con-

troles de A. perviridis psovenientes da Serra da Bocaina foram constatadas
alteracdes que, além de serem em menor niimero, estavam restritas a al-
guns tipos especificos, sendo que as delegoes parc‘iais (6) e os fragmentos
acéntiricos {1) apareceram em maior ntmero. Nos individuos controle da
regiao de Botucatu destacou-se em maior ntmero, apenas a presenga de

fragimentos acéntricos (13).

Em H. albopunciata provenicnte do Morro do Ferro destacaram-
se as alleracoes dos tipos: delec@o parcial (135), fragmento acéntrico (53),
delecio cromatidica (35), quebra cromatidica (32) e cromossomo com com-
pactacio parcial em um brago (20). Constatou-se também a presenca de
um cromossomo dicéntrico. Nao foram detectados cromossomos com des-:
compactagao lotal nos dois bragos, falhas cromatidicas e delegoes isocro-
matidicas. Para os individuos da UNICAMP, surpreendentemente, obser-
vou-se um nimero maior de alteracoes do que em qualquer outro controle
~pela presenca de delegdes parciais (82), fragmentos acéntricos (41), que-
bras cromatidicas (11) e cromossomos com descompactagio parcial em um
braco {11). Nos individuos de Botucatu, as delegoes parciais (13). delegoes
cromatidicas (9) e compactacoes teloméricas em um brago (8) foram as
alteragdes que ocorreram com maior {regfiéncia {Tabela 3}.

Analisando-se os totais referentes & soma das alteracoes encon-
tradas por tipo nas duas espécies verifica-se que as delegoes parciais (344) e
os fragmentos acéntricos (235) ocorreram em maior nimero, seguidos pelas

o
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delecoes e quebras cromatidicas (65) e isocromatidicas (20), cromossomos
com compactacao telomérica erh um e nos dois bracos (34 e 39), parcial e
total em um braco (36 e 20}, cromossomos com descompactagao parcial em
um brago (28) e centromérica (20). Nao foram detectados cromossomos em
anel {Tabela 3). ‘

" Para verificar se algum método de preparo do material promoveu

a obten¢ao de malor ndmero de alleracoes do que os outros, uma com-

paragao entre eles foi efetuada (Tabela 4). Os dados sugerem que os per-
centuais de metafases alteradas foram temelhantes, apesar de nao ter sido
realizada a andlise estatistica. a .

Os dados zipresmt,a.do's na tabela 5 indicaram um maior niimero
de metiafases com alteracoes em intestino ¢ testiculo onde se sabe que o
indice mitético é alto, e bermn menor para medula éssea. No esoéfago e bago
nao foi observada nenhuma metdfase alterada entre as poucas encontradas

e analisadas. Apenas para H. albopunctata da UNICAMP a porcentagem

observada fol maior em intestino (5,8%) do que em testiculo (2,4%).

De forma geral encontram-se sumarizados na tabela 6 os resul-
tados {otais obtidos para as duas espécies estudadas quanto ao ndmero e as
freqiiéncias percentuais de metdfases mitoticas e meidticas analisadas que se
apresentaram com alguma alteracao. Nos animais provenientes do Morro

~do Ferro, 10,4% das 2.367 metéfases de A. perviridis e 10,5% das 2.201
metafases de M. albopunctata apresentaram alguma alteracao cromossomi-
ca, enquanto nos controles provenientes de Botucatu foram identificadas
respectivamente para cada espéeie 0.7% ¢ 0,8%%, ¢ nos da Serra da Bocaina
também 0.8%. Por outro lado. surpreendentemente, os animais coletados

na UNICAMP apresentaram 3,3% de alteracoes.
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Nenhuma alteragao foi detectada nos cromosomos das duas espé-
cies estudadas, tanto na primeira como na segunda divisao meiotica. Assim
sendo, as fregliéncias percentuais mostradas na tabela 6 dizem respeito as
metafases mitticas. Se considerarmos apenas essas células no célculo da
freqiiéncia das alteragoes verifica-se que A. perviridis e [l. albopunclata
do Morro do Ferro apresentaram 15,5% ¢ 17,0% de suas metalases altera-

das em contrapartida a Botucatu, com 1,3% e 1,5%, respectivamente. No

controle de A. perviridls da Serra da Bocaina detectou-se também uma
freqiiéncia baixa de 1,2%, enquanto no de H. albopunctata da UNICAMP,
" diferentemente dos outros trés controles, foi de 6,1%.

Da analise de um total de 2.367 metifases mitdticas e meidticas
dos 10 individuos de A. perviridis do Morro do Ferro, verificou-se a presencga
de 135 metéafases miAt,éticas com uma alteracdo e 110 com duas ou mais
alteracoes (Tabela 7). Por outro lado, nos controles o nimero de alteragoes
foi bem menor em ambos os casos. Das 2.649 metdfases dos animais de
Botucatu que foram analisadas, apenas 19 apresentaram alteragoes, sendo
9 metafases com uma alteracao e 10 com duas ou mais tipos. Nos animais
da Serra da Bocaina, os resultados foram muito parecidos, pois dentre 2.149
metéfases apenas 17 continham alguma alteracao, sendo que em 11 delas

ocorreram apenas uma e em 6 duas ou mais {Tabelas 8 ¢ 9).
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Os resultados obtidos para H. albopunctata foram muito seme-
lhantes aos de A. perviridis, tanto em relagao aos animais provenientes do
Morro do Ferro como aos de Botucatu. Os animais coletados na UNICAMP
apresentaram uma freé;ﬁéncéa percentual relativamente maior que os demais
coniroles, porém nao confirmada f)@!o teste de SCHEFFE, embora bem in-

ferior & do Morro do Ferro (Tabelas 10, 11, 12 e 13).
Nos animais controle de A. perviridis de Botucatu e da Serra da

Bocaina ocorreu também uma certa variacao do niimero de alteracoes en-
contradas nos individuos analisados, embora esta variacao tenha sido bem
inferior quando comparada a obtida para os_animais do Morro do Ferro
(Tabelas 7, 8, 9 e 13). A maior fregliéncia de alteragoes (2,3%) foi encon-
trada para o individuo 11.05 de Botucatu {Tabela 8). Dados semelhantes
foram encontrados para os individuos de H. albopunetata de Botucatu, com
excecao do individuo 19.34, o qual apresentou uma freqiicncia de metafases
alteradas maior {4,7%) em relacdo aos demals animais coletados na regiao
(Tabela 11). No entanto, para os controles da UNICAMP, observou-se uma
variacao maior, desde um individuo (19.10) que nao apresentou metafases
alteradas, até outro (19.32) em que a fregiiéncia de alteracoes foi de 14,9%.
Iste fol o inico que apresentou uma {regiiéncia superior a menor frequéncia
(7,2%) encontrada no Morro do Ferro. Foram constatados, ainda, dois in-
dividuos com {reqiiéncias de 4.0% ¢ 4,3%; um com 2,8% ¢ dois com 2,4%.
" Estes individuos elevaram a freqiiéncia geral de metéfases alteradas para
3,3%, valor acima do encontrado nos outros controles {Tabela 12).

Foram analisadas um total de 2.201 metifases de H. albopunclata
do Morro do Ferro, 2.736 de Botucatu e 2.271 da UNJCAMP, das quais
respectivamente 121, 16 e 36 metafases apresentaram uma alteracao, e 110,
7 e 38 duas ou mais. Nole-se que a elevagao desse nimero de alteracoces
nos animais da UNICAMP deveu-se principalmente a seis animais (19.05;
19.07; 19.08; 19.00; 19.30 ¢ 19;32) (Tabelas 10, 11, 12 ¢ 13).

.
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A andlise de variancia indicou serem estas diferencas enire os
animais do Morro do Ferro e dos controles significativa ao nivel de 1%
(Tabela 13), o que foi confirmado pelo teste de SCHEFFE, utilizado para
comparacao das localidades duas a duas, para ambas as espécies.

Pode-se notar, ainda, pelo calculo das fregiiéncias percentuais de
alteragdes presentes nos individuos analisados {Tabelas 7 a 12) que ocor-
reram diferencas entre eles, sendo que para o Morro do Ferro houve uma
variacao de 4,3% a 21,9% nos individuos de A. perviridis {Tabela 7}, e de
7,2% a 21,8% para H. albopunctata (Tabela 10). -
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“As figuras 58 a 60 representam as freqiiéncias percentuais de
alteracoes encontradas para cada localidade em relacac a {reqieéncia per-
centual total de alteracdes encontradas nas trés localidades, Assim, nas
figuras 58A ¢ B verifica-se que Il. albopunctata ¢ A. perviridis provenientes
do Morro do Ferro contribuiram com a maior parte {69% e 86%, respecti-
- vamente) das alteragoes detectadas. As amostras controle de Botucatu e

Serra da Bocaina contribuiram com uma {reqiiéncia em torno de 7% ¢ ape-

nas a freqiencia da UXICAMP de H. albopunciate merece destaque por
ter sido superior (25%) aos demais controles. Nas figuras 59 e 60 estao re-
presentados os percentuais de metafases somaticas e testiculares com uma
e com duas ou mais alleragoes, para as duas espécies das trés localidades
estudadas. Verifica-se que os animais provenientes do Morro do Ferro con-
tribuiram, em todos os casos, com malis de 60% em relacao ao total de
alieragoes encontradas. Os controles de Botucatu e Serra da Bocaina re-
presentaram de 3% a 14%, enquanto para os animais da UNICAMP houve

variagao de 18% a 34%.



BOTUCATY

Figura 58. Distribuicio dos totais percentuais de metifases mitoéticas

com alteracoes de M. albopunctata (A) (n

B2R) o de AL perviridis (13)
(1 281).
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HORRO DO FERRD S HORRG DO FERRD

Figura 59. Distribuicao dos percentuais de metafases mitoéticas somdticas
(A e B) e testiculares (C ¢ D) com uma (A e C) e com duas ou mais
alteracoes (B e D) de . albopunctata. Para A, n 9 Bon o 69 Con -
8ielon 86,




®t;
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SEARA BE HOCALNA
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NOHRG DO FERRD

BUTUCATY i BOTBAY

¥ SERRA DN BOCATHA

V' SERRA DA BOCAINA

Figura 60. Distribuicao dos percentuais de metafases mitoticas somaticas
(A ¢ B) e testiculares (C e D} com uma (A e C} e com duas ou mais
alteragoes (B e DY de A, pervindis, Para A,n 104: B.n 60:Con 51
e PDon oo 66,




6 Discussao

6.1 Caridtipos

O caridtipo de H. albopunctata proveniente do Morro do Ferro,
Botucatu ¢ “Campus”™ da UNICAMP coincide com a descrigao efetuada por

BECAK (1967) para um individuo macho proveniente da cidade de Osasco
(SP). Esta autora observou que o nimero dipléide desta espécie era de 22
cromossomos sendo que destes os pares 1, 7, 9.e 10 ¢ram metacéntricos e 0s
demais submetacéntricos. Nao foram encontrados nesla espécie nenhum par

de cromossomo acrocentrico e também nenhum par mostrou-se dimorfico.

O fato dos caridtipos dos animais de Botucatu e de Campinas
nao apresentarem diferoncgas em relagao ao Morro do Ferro, confirma que
se tratam de populagoes da mesma espécie o que permitiu a utilizagao dos
mesmos como controle para o auxilio do efeito da radiacao natural destes

animals,

Com relagao a andlise dos parametros morfométricos dos cariéti-
pos de A. perviridis das trés localidades estudadas neste trabalho pode ser
observado uma grande semelhan¢a entre os mesmos. As pequenas dife-
rengas encontradas nas medidas. podem ser atribuidas a diferengas no grau
de compactagao desses cromossomos no momento do ciclo celular em que
foram paralisados e/ou a pequenas distor¢oes nao significativas, devidas a
alguma imprecisao dos instrumentos utilizados ¢ também ao operador.

Neste caso, pela andlise cariotipica realizada nao se pode afir-
mar que as populacoes analisadas sejam de espécies diferentes, einbora esta
analise possa ser muito clucidativa quando outros parametros sistermaticos
analisados nao podem ser conclusivos, & semelhanca do que ocorreu com

H. septentrionalis ¢ H. brunnea. PEssas espécies morfologicamente muito

T
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semelhantes, foram consideradas inicialmente como uma Gnica espécie. No
entanto, apresentaram cariotipos diferentes com nimeros de cromossomos
2n = 24 e 2n = 34 respectivamente (COLE, 1974). Outro exemplo que de-
monstra a aplicabilidade da analise cariotipica foi observado em populacdes
de H. albosignaia de locais diferentes as quais apresentaram nimero de cro-
mossomos 2n = 22 ¢ 2n = 18 (BOGART, 1973; BATISTIC, 1986) dando

indicagoes claras de que neste caso, hd um processo de especiacao ocor-

rendo provavelmente pela diminuigao do nitmero cromossomico (BATIS-
TIC, 1986). Por outro lado, pelo fato dos cariétipos de A. perviridis das
trés localidades serem similares nao se pode descartar a possibilidade de
que a populacio do Morro do Ferro ¢ a da Serra da Bocaina sejam de
espécices diferentes. Ha alguns casos descritos na literatura de espécies dife-
rentes, como Bufo ictericus, B. paracnemis ¢ B. crucifer, que apresentam
caridtipos idénticos (BECAK., 1968} ¢ mesmo conteddo de DNA por niicleo
(SOMA, 1981). Bufo marinus, B. calamita ¢ B. pardalis também apre-

mas diferem no contetido de DNA e volume nuclear, sendo qﬂe as células de
B. pardalis apresentam 55% a mais de DNA ¢ o dobro do volume nuclear

quando comparadas as células das outras espécies (GRIFFIN et aliz, 1970).

Portanto, se essas populacoes estiverem desenvolvendo ou jé te-
nham desenvolvido algum tipo de isolamento reprodutivo, apesar de serem
morfologicamente muito assemelhadas, isto nao est4 refletido em diferencas
no cariétipo ou genoma, detecliveis pelos parametros citogendéticos utiliza-

dos neste trabalho.

A utilizacao de outros métodos de andlise cromossdomica,como
banda C para regioes heterocrométicas e banda de prata para regidao or-
ganizadora do nucléolo, bem como medidas do conteddo de DNA podem
ajudar a langar um pouco mais de luz sobre esta questao, somando argu-
mentos a favor ou contra a hipétese de que eslas popillagf)es possam se
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tratar de espécies diferentes, ou de que estejam iniciando um processo de
especiagao.

A auséncia de cromossomos sexuais detectdveis ao nivel cito-
genétlico, caracteristica esta do grupo ao qﬁa] A. peruiridis ¢ H. albopunctala
pertencem, nio ¢ de surpreender uma vez que denire as inimeras espécies
de Hylidae que tiveram seus cariétipos determinados apenas para Gas-
trotheca riobambae existem dados consistentes que confirmam a ocorréncia

de cromossomos sexuais diferenciados (SCHMID et alii, 1983).

A diferenciagao cromossdémica sexual em muitos grupos de Anu-
ros nem sempre tem se revelado apenas em termos da diferenga de tamanho
do par cromossdmico, mas pode ocorrer também devido a diferenciagoes
quanto a posigac do centromero, como o que ocorre por exemplo em Fu-
sophus migueli {Leptodactylidae} (ITURRA & VELOSO, 1981), ou pela
presenca de heterocromatizagao de um ou de parte de um cromossomo de
um determinado par, como é o caso de Pyricephalus adspersus (Ranidac)
(SCHMID, 1980; ENGEL & SCHMID, 1981) ¢ Rana esculenta {Ranidae)
(SCHEMPP & SCHMID, 1981). Esta heterocromatizacao ocorre, s vezes,
acompanhada por diferenca de tamanho do par cromossémico como em P
delalandii (Ranidae) (SCHMID, 1980) e G. riobambae (lylidae) (SCHMID
et alii, 1983). '

A auséncia de cromossomos acrocéntricos esta de acordo com
outros dados da literatura que relacionam este fato a um possivel meca-
nismo de fusao céntrica que teria ocorrido em virias espécies desta familia,
estando portanto associada ao baixo nimero de cromossomos presentes nes-
tes individuos {(WICKDBOM, 1945 apud BECAK, 1968; FORESTI, 1972;
BOGART, 1973).

Portanto, A. pervirtdis e H. albopunctala se caracterizam por
terem wm nimero relativamente baixo de cromossomos (2n - 24 e 2n = 22,

respectivamente), com auséncia de acrocéntricos e de cromossomos sexuais
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diferenciados. Com base nesses dados pode-se colocar estas duas espécies
no ramo filogenético de 2n = 24, com origem a partir do ancestral 2n =
26, sc de fato a hipétese de BOGART (1973) estiver correta. Mecanismo
evolutivo semelhante foi também sugerido para mamffcrbs (MATTHEY,
1957) e para Drosophila (PATTERSON & STONE, 1952).

6.2 Alteracoes eromossémicas estruturais

Através da andlise das metdfases de células sométicas ¢ da li-
nhagem germinativa de individuos de A. perviridis ¢ de H. albopunctata
provenientes do Morro do Ferro, drea de radiagao natural elevada, pode-
se verificar que estas células apresentaram alleragdes cromossémicas muito
mais frequentes do que as de individuos das mesmas espécies da regiao de
Botucatu, Serra da Bocaina ¢ “Campus” da UNICAMP, onde o nivel de

radiacao natural é considerado “normal”.

As alteragoes cromossodmicas presenies nos controles de A. perui-
ridis da Serra da Bocaina e de Botucatu e de I/l albopunciata de Botucatu
apareceram em muito menor nimero, nao sendo a diferenga entre eles signi-
ficativa. Poder-se-ia atribuir parte dessas alteragoes encontradas, como por
- exemplo as quebras, a danos causados por algum dos métodos de preparo
" das Jaminas, embora a comparagao dos percentuals de metifases alteradas
obtidos por cada método tenha mostrado valores muito préximos entre eles.
Por outro lado, se houve o efeito de preparacao nos controles, ele foi idéntico
no material proveniente do Morro do Ilerro, pois ambos foram processados

da mesma maneira.

Por ouliro lado, os individuos de H. albopunctala do “*Campus™
da UNICAMP foram os {nicos, dentre os controles, a apresentarem uma

freqiiéncia aparentemente alta, porém nao estatisticamente significativa,
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quando comparada & dos demais controles. Considerando-se que esses ani-
mais foram coletados no brejo éme circunda a lagoa da UNICAMP, onde
durante muitos anos foi despejado todo o esgoto da Universidade e do Cen-
tro Médico, contendo compostos quimicos usados tanto nos laboratérios
das Unidades de ensino e pesquisa como no Hospital das Clinicas, pode-
mos su'p()r que entre eles pudesse ocorrer alguns com agao mutagénica,

responsaveis pelas alteragoes encontradas.

Tentativas para a detecgao quimica de algum(s) componente(s)
em cxcesso que pudessem estar relacionados a presengatdas alteragoes foram
efetuadas. No entanto, todas as andlises da dgua e sedimento, provenientes
da lagoa e do brejo, realizadas pela SANASA (Sociedade de Abastecimento
de Agua e Saneamento), pelo CENA (Centro de Energia Nuclear na Agri-
cultura) ¢ pelo Prof. Dr. Wilson da Silva Jardim, do Instituto de Quimica
da UNICAMP, nao revelaram valores anormais para qualquer um dos cons-
tituintes analisados. No entanto, a hipdtese de que esses animals estiveram
em contato com agentes mutagénicos na lagoa nao pode ser descartada
uma vez gue os mesmos foram coletados durante os anos de 1987 e 1988,
antes da construcao do emissario de esgotos, ¢ a agua sO {oi analisada este
ano, apos o término da analise das metafases de H. albopunciate das trés
localidades estudadas, estando o emissario de esgotos da UNICAMP ja em

funcionamento.

A presenca de altas freqtiéncias de altera¢oes cromossdémicas nos
individuos provenientes da regido do Morro do Ferro esta dentro do espe-
rado uma vez que estd amplamente relatado na literatura que radiacoes io-
nizantes elevadas causam mutacdes génicas e/ou cromossdémicas. A grande
maioria destes trabathos, no entanto, foram realizadas utilizando radiacio
induzida (OKUNO et aliz, 1982; T’RASAD., 1984; SAVAGL, 1989; WIIS-
SENBORN & STREFFER, 1939,

Com relagao a efeitos da radiagao natural, embora existam pou-
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cos relatos na literatura, os resuliados descritos sao semelhantes aos en-
contrados neste estudo. Dentre estes trabalhos podemos citar o de TA-
KAHASHI {(1976) que analisou metafases de espermatocitos de escorpioes
da espécie Tityus bahiensts e o de CARDOSO (1986) gque efetuou uma
analise preliminar em metafases de H. albopunctata. Nos dois trabalhos

acima referidos os individuos foram coletados na regiao do Morro do Ferro.
A anilise dos resultados descritos na literatura demonstram que

tanto a radiacao natural quanto a induzida causam um aumento da {reqiién-

ciaxde alteracoes cromossémicas especialmente delegoes, falhas e quebras.

Com relagao as quebras, foil encontrado no presente trabalho,
que uin niimero consideravel delas ocorreu adjacente & regiao centromérica
(grande parie das quebras, falhas e delegdes isocromatidicas e cromatidicas)
que nestas espécies sabidamente contém heterocromatina, banda C positiva
(FEITOSA & RECCO-PIMENTEL, dados nao publicados).

_ Sitios mais sensiveis as alleragoes tem sido identificados em vé-
rias regioes dos cromossomos (HECHT & SUTHERLAND, 1984}, inclusive
- na vizinhanga de porgoes heterocromadticas em estudos de translocagoes
espontaneas {(DUTRILLAUX et alir, 1977; KATO, 1979) e induzidas por
radiagio {CERRANO & WOLFF, 1975). Pontos de quebra localizados
preferencialmente sobre bandas heterocromaéticas também tem sido detec-
tadas (GILL et ali7, 1980; SCHUBERT et alii, 1981). Associacao de maior
nimero de quebras aqueles CrOMOSSOMOs qu(.!.carrega.m grandes quantida-
des de heterocromatina foi tambéin demonstrado em Seeale cereale (CER-
MENO & LACADIENA, 1085).

A ocorréncia de um grande niimero de cromossomos com porgoes
compactadas e descompactadas nos individuos do Morro do erro sugere
que a radiagao atuou no grau de empacotlamento da cromatina, provavel-
mente nas fases do ciclo celular anteriores & metafase em que o empa-

cotamento ocorre de forma progressiva, acelerando ou retardando o pro-

.
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cesso. A radiacao pode eslar atuando de forma a modificar a conformagao
cromatinica como tem sido sugerido por diversos autores (MELLO, 1983,
ALVARES-GARCIA, 1988}, Esta alteracao do grau de compactagao po-
deria estar relacionada a uma tentativa de colocar em agao um genoma
silente frente a determinadas condicdes de estresse que podem ocorrer em
fases anteriores da divisio celular ¢ que se mantiveram durante este pro-

cesso, sendo possivel detectd-las na metafase. Alteragdes no grau de empa-

cotamento cromatinico foram também observadas em Triatoma infestans
submetido & radiacao (ALVARES-GARCIA, 1988) e sob condigoes de jejum
(MELLO, 1983, 1989; ANDRADE & MELLO, ]_987; AMARAL & MELLO,
1989) ¢ em Rhynchoseiara americana submetidas a choques de tempera-
tura (SIMOES et alii, 1975) ou infectadas por microsporideos {DIAS et ali,
1969). |

Por outro lado, hd possibilidade de que parte das alteragoes no
grau de compactacio cromossdmica por efeito da radiacio seja reversivel,
3 semelhanca do que foi encontrado nos cromossomos plumosos de esper-
matécitos de Drosophila hydei (HESS, 1965) ¢ de o6citos maduros de Pleu-
rodeles poireti (LOONES, 1979).

A diversidade de freqiiéncia de alteracoes observada em diferen-
tes tecidos, dentro de um mesmo individuo, enconira suporte na literatura

_existente principalmente nos trabathos que associam o grau de diferenciagao
- do tecido com sua sensibilidade & radiacao. Desta forma os tecidos e érgaos
analisados neste trabalbo gue apresentaram freqiéncia alia de alleracoes
estao entre aqueles que sabidamente tem indice mitédtico clevado. Segundo
NACKERDIEN ¢ colaboradores (1989), os fatores que mais influenciam a
resposta dos orgaos e tecidos a radiagao sao a taxa de divisao, o grau de
diferenciacao celular ¢ a fase do ciclo celular em que as células se encontram.
Neste trabalho, o epitélio intestinal e o testiculo apresentaram f{reqiiéncias
percentuais elevadas de alteragoes, muito préximas entre si, enquanto estas
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foram poucas na medula éssea, bago e esdfago. No caso destes dois Gltimos
6rgaos a amostra de metifases analisada foi muito pequena e da medula
6ssea apenas parte dos individuos do Morro do Ferro foram analisados, o

que dificulta qualquer conclusao a respeito.

No caso de testiculo, por nao terem sido cncontradas metafases
meidticas alteradas pode-se inferir que houve maior sensibilidade das esper-

matogonias e “aparentemente” nenhuma dos espermatocitos, se comparado
aos tipos celulares pertencentes a outros érgaos e tecidos.

‘ ~ Por serem as espermatogonias, célula’s muito sensivels & radiagao
(ROCHA & HARBERT, 1979), grande parte delas pode nao sobreviver
frente aos danos causados pela radiacio e morrer antes de entrar em meiose.
Sabe-se que na espermatogénese o ciclo celular é muito rédpido, ocorrendo a
partir de pequeno nimero de espermatogonias “normais” que sobrevivem
apds um dano ou inibicao de divisao celular. Assim, as alteragoes estrutu-
rais s6 podem ser facilmente identificadas nas espermatogonias que estao
se dividindo por mitose, porque a maior parte destas, se alieradas, ou nao
sobrevivern ou sao bloqueadas, nao se encontrando dentre as células em

metafase da divisao meidtica, qualquer alteracio.

Estudos sobre resposta de testiculo a acao da radiacio tem re-

velado um padrao bésico de perda de células causado por morte celular e
_posterior recuperagao, que é comum em insetos (SADO & OICHI, 1966) e
em outros animais de laboratério (OAKBERG, 1971).

OAKBERG (1968) relata que em camundongos expostos i ra-
diagao a maioria das espermatogonias tipo A degenera quando chegam ao
final da intérfase ou no inicio da préfase da primeira divisao pds-irradiagao.
Alémn disso, tem sido demonstrado que espermatécitos de camundongos em
diferentes fases da meilose, tém resisténcia a doses de radiagao, de inter-
medidria a alta (OAKBERG & DIMINNO, 1960; MONESI, 1962; OAK-
BERG, 1968; 1975; SEARLE, 1974; GROSCH & HOPWWOIL), 1979).‘ 0

Vo
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falo de nao se encontrar alteracoes cromossomicas estruturais identificdveis
ao microscopio 6ptico, nao significa que mutagoes ao nivel génico ou ainda

quebras e falhas muito pequenas nao tenham ocorrido.

Metafases com mais de uma alteracio do mesmo tipo ou a com-
binacao de tipos diferentes ocorreram com {reqiéncia alta e e ambas as
espécies, o que sugere um efeito bastante drastico da radiacao. Estas, com
mais de uma alteracio, teoricamente tém menor chance de sobreviver e se

ocorrerem em células como as espermatogonias, que sao altamente sensiveis
a radiacao, a prsibiiidade dessas células degenerarem aumenta, o que se
explica também de certa forma a auséncia de espermatdcitos com metafases
alteradas. A auséncia de alteragdes detectéveis em espermatociios (meiosc)
e a presenga em espermatogdnias e em outros orgiaos (mitose) permite di-
zer que como conseqiéncia pode ocorrer prejuizo imediato aos individuos
portadores da mesma ¢ por outro lado representar um potencial de que
algumaf(s) se fixe(m), sendo transmitida(s) a outras geragoes.

Além das diferengas na [regiiencia de alteragoes dentro do mesmo
individuo, observadas em tecidos diferentes, verificou-se neste trabalho va-
riagao no nimero de alieracoes cromossomicas entre os individuos proveni-

entes do Morro do Ferro.

Nio foi possivel correlacionar-se a freqiiéncia dos cromossomos
alterados com a dose de radia'(;ﬁ.o recebida por animal, uma vez que nao foi
possivel precisar-se a idade desses individuos, nem determinar-se a dose de
radiagao recebida por cada um deles. No entanto, esses anfibios passam a
maior parte de sua vida, senao toda, expostos a radia¢ao natural e, uma
vez que a reprodugao ocorre no local, os girinos se desenvolvem em pogas
ou no riacho localizado na encosta do Morro e os adultos vivem na pequena
mata que circunda o riacho também na base do Morro do Ferro. Esses
animals adultos sao capturados na fase de reproducao quando os mesmos

sao localizados na mata através do canto, pois emitem sons caracteristicos

o
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para atrair a fémea. Da oviposigao até o inicio da primeira eslagao repro-
dutiva de H. albopunctata, por exemplo, passa-se em média 18 meses (A.
J. CARDOSO, comunicag¢ao pessoal). Portanto, pode-se afirmar que este
seria o tempo minimo que os animais capturados para cste estudo ficariam
expostos 3 radiacao natural local.

" Uma estimativa de dose feita em roedores do Morro do Ferro
mostrou que eles recebem em média 3 R de radiagao gama por ano {(um
minimo de 1,03 R/ano e um mdximo de 6,49 R/anoj (DREW & EISEN-
BUD, 1970). Ainda em roedores, esses autores mostraram que a exposicao
a elementos da série do radénio 220 do Morro do-Ferro, resulta em uma
dose anual da radiacao alfa de cerca de 100 rad/ano para o epitélio traqueo-

bronquial e cerca de 25 rad/ano para o epitélio alveolar.

Como os anfibios podem ter hdbitos terrestres ou arboricolas
(pequenos arbustos) na fase adulta com baixa taxa de migracao, e obriga-
toriamente aqudticos na fase de girino, é possivel que estes animais recebam
uma dose tao alta ou maior que os roedores estudados, devido ao tempo

que permanecem expostos a radiagao.

As diferencas individuais encontradas. em termos de freqgiiéncia
de alteragoes poderiam ser explicadas pela diferenga de tempo de exposigao
dos animais a radiacao, em funcao de nao se poder precisar a idade dos mes-
mos. Por outro lado, varia¢oes individuais ja foram descritas em resposta
a acao de diferentes doses de radiagao em Triatoma infestans (ALVARES-
GARCIA, 1988) ¢ também sob efeito de outras condigoes de estresse como a
acao 16xica de metais pesados (KUBRUSLY, 1984) ¢ o jejum {ANDRADE
& MELLO, 1987; AMARAL & MELLO. 1989), nao se podendo descartar,
portanto, o fator genotipico.

Dentre as alteragoes cromossomicas existentes, as quebras sao
consideradas como uma lesao primdria das quais muitas outras alteragoes

sao derivadas (SAVAGL, 1989) ¢ representam um potencial para a diversi-
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ficacao nas populagoes naturais.

A especiagao ¢ um processo que implica numa alteracao gradual
da composicao genética das populacoes. As diferencas cariotipicas entre
as espécies animais decorrem frequentemente de rearranjos ¢ alteragoes es-
truturais que podem resultar em mudancas de forma ¢ nimero dos cro-
mossomos. Tal polimorfismo poderd se fixar no caridtipo e substituir o
tipo original, se mantendo na populagao quando por exemplo, os dois tipos
de cromossomos tem valores adaptativos diferenies em nichos ecolégicos
diversos {BECAK, 1967). K

Virios autores admilem que um mecanismo provavel na evolugao
dos anuros scja a fusao cénirica através de translocacao reciproca entre dois
acrocéntricos nao homdlogos. Isto ocorre apds quebras junto ao cenirémero
de cada cromossomo, os quais se soldariam originando um inico mefacentri-
co e um fragmento que se dissociaria. Além disso, os pedagos originados
nas quebras cromossomicas tendem a se unir, o que pode acontecer entre
pedagos de cromossomos diferentes. Esta nova uniao de partes de cromos-
somos nao homadlogos pode se configurar em translocagoes. duplicagoes de
segmentos Cromossomicos ou efn inversdes diversas, que podemn simples-
mente serem eliminadas ou serem fixadas na populagio conforme demons-

trado por HSU & ARRIGHI (1968) em rocdores.

_ Nos animais 0s rearranjos cromossdmicos, com consequente mu-
dangas de forma, parecem ter realmente desempenhado papel importante
no processo evolutivo (BOGART, 1973). Em certas filogenias ha evidéncias
de processo de transformacao de determinados segmentos cromossomicos
de eucromdticos em heterocromaticos enquanto em outras ocorre perda ou
acréscimo de segmentos originados por processos de quebra cu remaneja-

mento (BATISTIC, 1986).

Assim sendo, a radiacio natural como um agente promotor de

quebras e rearranjos cromossomicos pode resultar em novas {érmulas ao

e
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nivel do DNA funcional, o que permitiria a tomada de novos rumos e opor-
tunidades para a especializagdao, aumentando o potencial de adaptagao das
espécies. Desta forma poderia desempenhar papel importante do ponto de
vista evolutivo de anfibios ¢ de outros grupos de animais que habitam as

regioes com clevado grau de radiagao natural.
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Conclusoes

Individuos de A. perviridis provenientes do Morro do Ferro, Serra da
Bocaina e de Botucatu, apresentaram 2n = 24 cromossomos, sendo os
pares 1, 8, 9, 10, 11 e 12 metacéntricos e os demais submetacéntricos.

Niao sc observou a presenca de cromossomos acrocéntricos.

. 0 estudo das metafases mitoticas de A. perwiridis das tres localidades,

niao mostrou evidéncias de pares cromossémicos heteromdérficos que

pudesse sugerir a presenga de Cromossomos sexuais,

A utilizagao de A. perviridis da Serra da Bocaina como controle pode
ser considerada vélida, uma vez que nao foi encontrada diferenga en-
tre os diferentes cariétipos das trés localidades que pudessem sugerir

diferencas especificas entre as populagoes.

Os cariélipos de H. albopunctata pocedentes do Morro do Ferro,

“Campus” da UNICAMP e de Botucatu cstao de acordo com o des-

crito por BECAK (1967), cujo nimero de cromossomos encontrado

foi de 2n = 22 cromossomos,

As alteracoes cromossomicas encontradas foram as seguintes: com-
pactacido, descompactagao, quebras. falhas, delegoes, {ragmentos a-

céniricos e cromossomo dicéntrico,

Os resultados obtidos sugerem que o alto nivel de radiagao natural
da regiao do Morro do Ferro contribuiu para produzir alteragoes cro-

mossdmicas nos individuos das duas espécies, quando comparado aos

.animais de regioes de radiacao natural “normal”. As diferengas foram

eslatisticamente significativas.

As alteracoes foram encontradas exclusivamente nas metdfases mitéti-

cas somaticas e testiculares, o que sugere um prejuizo imediato ao

s
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individuo portador das mesmas.

Alguns individuos controles de H. albopunctata provenientes do
“Campus” da UNICAMP apresentaram wna freqiéncia maior de
metdfases alteradas quando comparados aos controles de Botucatu, o
que sugere que aqgueles animais estiveram expostos a agao de algum
mutagénico quimico local, uma vez que os niveis de radiacio no local

sa0 considerados normais.

Foram constatadas diferengas individuais na resposta aos altos niveis
de radiacdo nas duas espécies. Sugere-se que possam ser devidas a

diferencas genotipicas e/ou no tempo de exposicao & radiagao natural.

Foi observado que os métodos de preparo de laminas utilizados nao

interferiram, apareniemente, no percentual de alteragoes encontradas.

Os érgaos e tecidos utilizados que apresentaram alta fregiiéncia de al-
teragao sao aqueles relatados na literatura como sendo mais sensiveis

a radiacio por apresentarem indice mitédtico elevado.

Dentre as metafases analisadas que apresentaram alteragoes, metade
delas continham duas ou mais alteragoes, o que sugere um efeito bas-

tante acentuado da radiacao.

Compactagao e descompactago, tanto de drea eucromatica como de
arca heterocromitica, foram encontradas em grande nimero o que
sugere uma tentativa de atividade génica e/ou agao da radiagao sobre
algum componenie da cromatina promovendo mudangas conformacio-
nals, e retardando/acelerando a compactagao cromatinica durante o

ciclo celular.

O namero significativo de quebras e delegoes encontrade proximo a
regiao centromérica sugere que possa se iratar de sitio comn maitor

sensibilidade & radiagao.
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8 Resumo

O Morro do Ferro, situado no Planalto de Pogos de Caldas (MG)
¢ uma regido que apresenta uma elevada radioatividade natural (1314
~mSv/ano), uma das mais intensas do mundo. Foi estudada neste traba-

lho a possivel influéncia da radioatividade desta regiao sobre a estrutura

cromossomica de duas gspécies de anfibios anuros, Aplastodiscus perviri-
dis e MHyla albopunctata. Como controles foram estudados A. perviridis
das regives de Botucatu (SP) e Serra da Bocaina (SP) e H. albopunctata

prbvenientes de Botucatu e “Campus” da UNICAMP (Campinas, SP).

Diante da hipétese de que a populagao de A. perviridis do Morro
do Ferro pudesse nio se tratar da mesma espécie daquela da Serra da Bo-
caina, o caridtipo foi determinado também para a populagao desta locali-
dade.

Os érghos usados para analise citolégica foram os testiculos, in-
testino, baco, eséfago e medula dssca. As laminas foram preparadas por

métodos convencionais de esmagamento e suspensao de células.

Verificou-se que A. perviridis do Morro do Ferro, Botucatu e
Serra da Bocaina apresenta um nimero dipldide de 2n = 24 cromossomos,

e semelhanca cariotipica entre as trés populagoes.

Tanto A. perviridis como H. albopunctata apresentaram alte-
racoes classificadas como: compactacao, descompactagao. quebras, fathas,
delecio, fragmentos acéntricos e cromossomo dicéntrico. Parte destas alte-
racoes provavelmente sao decorrentes da alta radioatividade natural exis-

tenie no Morro do Ferro.
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Alguns animais de /. albopunctata do “Campus” da UNICAMP
(Campinas) apresentaram uma freqiiéncia de alteragoes relativamente su-
perior & dos demais controles, o que foi atribuido a possivel presenga de
algum mutagénico quimico na lagoa onde os mesmos sc desenvolveram e

{foram coletados.

Foram encontradas diferencas individuais entre os individuos das

amostras de todos os locais estudados, possivelmente devido a diferengas

genotipicas inerentes a cada animal, idade e/ou dose de radiagao recebida.
Nos intestinos e nos testiculos ocorreram maior nimero de alteragoes do que
nos oulros érgaos e lecidos analisados. Na linhagem germinativa apenas as
espermalogonias apresentaram metéfases alteradas.

As alteragoes que apareccram com mator freqliéneia foram as
delecoes e quchras. Dessas um ndmero relativamente grande ocorreu na
vizinhanca da heterocromatina centromérica.

As alteragoes encontradas representam um grande potencial de
rearranjos cromossomicos, com conseqiléncias nao s6 para a sobrevivéncia
dos individuos mas, principalmente, para a diversilicagao nas populagoes

naturals.

[ -
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9 Abstract

Morro do Ferro, located in the Pocos de Caldas Plateau in the
State of Minas Gerais, has a radiation level as high as 131.4 mSv/year,
suggesting onc of the highest mean levels reported anywhere in the world.

‘In this research the possible effect of the natural radiation in the Morro

do Ferro on chromosomal structures was studied in two species of Anura
Amphibia, Aplastodiscus perviridis and Hyla albopunctata. For
A perviridis the controls were collected in the Botucalu (SP) and Serra
da Bocaina (SP) regions and for H. albopunctata in Botucatu (SP} and
Campinas (SP).

Considering the hypothesis that the Morro do Ferro population
of A. perviridis might not be the same species as that of Serra da Bocaina.

the karyotypes of both were determined.

The chromosomes were obtained {rom the testicles, intestine,
spleen, oesophagus and bone marrow. The slides were prepared by conven-

{ional squashing techniques and by cell suspensions.

The results showed that A. peruviridis from Morro do Ferro, Serra
da Bocaina and Botucatu presented the same diploid number 2n = 24

chromosomes and karvotipic similarity amongst the three populations,

The chromosomic alterations appearing in both species were cha-
raclerized as: condensation, decondensation, breaks, faults, deletions, acen-
tric fragments and dicentric chromosomes. The majority of these alterations
could probably be attributed to the high level of natural radiation in Morro

do Ferro.

The frequency of altered metaphases for some animais collected
at UNICAMP (Campinas) was relatively higher than in the other controls.

This was atiributed to the presence of some mutagenic chemicals in the

- e
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lagoon where the animals developed and were collecled,
14 p

Differences in the frequency of altered metaphases amongst the
various individuals from all the localities studied were found. This was
probably related to genotipic differences inherent to each animal and/or its

age and radiation exposure.
As expecled, in the intestine and testicles the number of allered

metaphases was greater than in the other organs analysed. In the germi-

native cell lineage only the spermatogonia presented altered metaphases.

The compacted and decompacied chromosomic poriions were
those which showed the least drastic alterations, due to the possibility of
reversion. Deletions and breaks were the more {requent alterations in both
specics, and a great number of these occurred in the centromeric hetero-

chromatin neighborhood.

The types of alteration encountered represent an enormous po-
tential for chromosomic rearrangements. These could bring about conse-
quences not only for the individual itself, but principally in the diversifica-

tion of the natural populations.
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