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RESUMO

O declinio de anfibios no mundo esta cada vez maior e a perda de riqueza muitas vezes esta
associada a areas agricolas. O uso de agrotoxicos, em especial aqueles a base de glifosato é
cada vez maior e novas formulacgdes estdo sendo desenvolvidas. O presente trabalho avaliou a
toxicidade aguda do formulado comercial Roundup Original® e os efeitos comportamentais e
morfologicos em girinos de Physalaemus cuvieri e Rhinella icterica. Foram utilizadas cinco
diferentes concentracGes além do teste Controle nos tempos amostrais de 48 horas e 96 horas.
Para P. cuvieri as concentracdes utilizadas foram 0 (controle), 3,19 mg/L, 6,36 mg/L, 9,51
mg/L, 12,64 mg/L e 15,75 mg/L de solucdo mde de 1000 mg/L de glifosato e as
concentracdes utilizadas para Rhinella icterica foram 0 (controle), 4,97 mg/L, 9,90 mg/L,
14,78 mg/L, 19,61 mg/L e 24,39 mg/L de solucdo mée de 1000 mg/L de glifosato. Para
Physalaemus cuvieri a LC504gh foi de 6,66 mg/L enquanto a LC5096h foi de 7,17 mg/L, e para
Rhinella icterica a LC504¢n foi de 15,01 mg/L e a LC5096n foi de 11,25 mg/L. P. cuvieri se
mostrou mais sensivel em relagdo ao Roundup Original® do que R. icterica As analises
comportamentais foram realizadas nos individuos sobreviventes aos tratamentos do teste de
toxicidade aguda, observando a forma do nado, se estava normal ou alterado. Ndo houve
diferengas significativas em relacdo as alteragdes comportamentais e o0 aumento das
concentragdes de Roundup Original® tanto em P. cuvieri quanto em R. icterica As analises
morfolégicas foram avaliadas através da malformacdo da cavidade oral, inser¢do caudal,
posicao intestinal (apenas em P. cuvieri), peso e comprimento. O presente trabalho sugere que
Roundup Original® foi responsavel pelas alteragdes morfoldgicas em Peso e Comprimento
dos girinos de P. cuvieri e R. icterica. Sugere-se também que em elevado tempo de exposic¢éo,
pode afetar a cavidade oral de girinos de Physalaemus cuvieri.

Palavras-chave: Glifosato. Toxicidade aguda. Physalaemus cuvieri. Rhinella icterica.
Comportamento. Malformagoes.



ABSTRACT

The decline of amphibians in the world is increasing and the loss richness is often associated
with agricultural areas. The use of pesticides, especially those based on glyphosate is
increasing and new formulations are being developed. This study evaluated the acute toxicity
of commercial formulated Roundup Original® and behavioral and morphological effects on
Physalaemus cuvieri and Rhinella icterica tadpoles. Were used five different concentrations
sample and the control test, at time of 48 hours and 96 hours. To P. cuvieri the concentrations
used was 0 (control), 3,19 mg/L, 6,36 mg/L, 9,51 mg/L, 12,64 mg/L and 15,75 mg/L solution
of 1000 mg/L of glyphosate, and the concentrations used to R. icterica was 0 (control), 4,97
mg/L, 9,90 mg/L, 14,78 mg/L, 19,61 mg/L and 24,39 mg/L solution of 1000 mg/L of
glyphosate. To Physalaemus cuvieri the LC5048, was 6,66 mg/L while LC509en was 7,17
mg/L and to Rhinella icterica the LC5048, was 15,01mg/L and LC5096n Was 11,25 mg/L. P.
cuvieri proved to be more sensitive to Roundup Original® than R. icterica. Behavioral
analyzes was did in survivors of the acute toxicity test and analyzed the swimming, being
normal or abnormal. There weren't significant differences in relation to behavioral changes
and increased concentrations of Roundup Original® both P. cuvieri as in R. icterica.
Morphological analyzes were assessed by malformation of the oral cavity, body, intestinal
position (in P. cuvieri only), weight and length. The present work suggests that Roundup
Original® was responsible for morphological changes in weight and length of tadpoles of P.
cuvieri and R. icterica. It is also suggested that at high exposure time can affect the oral cavity
of tadpoles of Physalaemus cuvieri.

Keywords: Glyphosate. Acute toxicity. Physalaemus cuvieri. Rhinella icterica. Behavior,
Malformations.
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1 INTRODUCAO

A ecotoxicologia identifica uma area de estudo que une ecologia e toxicidade, um
tema muito enfatizado nos Gltimos tempos devido & preocupacdo de se conhecer os efeitos
que produtos quimicos, cada vez mais utilizados nos Ultimos anos, provocam em individuos,
populacdes e comunidades. Walker et al. (2006) a definem como o estudo de efeitos nocivos
de compostos quimicos em ecossistemas, que incluem efeitos em individuos assim como 0s
efeitos consequentes em populacdes e niveis superiores.

O principal foco desta area de estudo é a relagdo entre a quantidade de compostos
qguimicos a qual um organismo €é exposto e o grau de seu efeito prejudicial. A relacdo dose-
resposta fornece a base para avaliacdo dos perigos e riscos apresentados pelos compostos. Um
composto quimico pode ndo ser prejudicial se a dose for baixa o suficiente, assim como todos
podem ser se a dose for alta o suficiente (WALKER et al., 2006).

O desenvolvimento acelerado da agricultura tem levado ao aumento do uso de
agrotoxicos. De acordo com Gasques et al. (2012), nos Ultimos 37 anos o produto agricola no
Brasil cresceu a uma taxa média anual de 3,77%. O Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (2012) prevé uma projecdo na producgdo do café, por exemplo, elevando-se a
uma taxa média anual de 4,4% até o periodo de 2019/2020. Algumas mudancas, tais como o
advento de alimentos transgénicos, resistentes a algumas pragas, ndo resultaram na
diminuicdo do uso dos compostos quimicos (AMARANTE JUNIOR et al., 2002),
contribuindo para a producao de novas formulagdes, cada vez mais agressivas ao ambiente.

Os anfibios s@o um dos grupos de animais mais ameacados de extincdo em todo o
mundo e vém sofrendo uma queda de riqueza em grandes propor¢oes desde a década de 1980.
Cerca de 30% das espécies de anfibios estdo classificadas como ameacadas.
Aproximadamente 25% possuem dados insuficientes, incapazes de classificar essas espécies
guanto ao nivel de ameaca. Estima-se que 38 espécies ja foram certamente extintas na
natureza, porém, 120 espécies ndo foram encontradas nos Gltimos anos e podem também
terem sido extintas (IUCN, 2013).

Varios fatores sdo apresentados para explicar o declinio dos anfibios, como alterac6es
antrépicas, mudancas climaticas e destruicdo do habitat. Outras possiveis causas tém sido

apontadas, como aumento da exposicao a radiacdo ultravioleta, doengas emergentes, presenca
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de espécies exoticas e exposicao a poluentes ambientais (BRUNELLI et al., 2009; DAVID et
al., 2012; LAJMANOVICH et al., 2003; RELYEA, 2005b). Além do declinio da riqueza de
especies, a reducdo de populacdes e a alta incidéncia de deformidades tém sido relatadas em
agroecossistemas, que podem estar relacionados a exposicdo a agrotoxicos (BRUNELLI et
al., 2009; RELYEA, 2005b).

O impacto de poluentes ambientais na populacdo de anfibios € influenciado pelas
alteracdes climéticas e modificacdo do habitat. As mudancas climaticas afetam os efeitos dos
contaminantes, pois na maioria dos casos, a meia-vida dos poluentes quimicos é dependente
de varios fatores, como temperatura, pH, incidéncia de luz, humidade, etc., que podem reduzir
0 impacto do composto quimico, reduzindo sua meia-vida, ou transformar os poluentes em
formas mais prejudiciais. A modificacdo do habitat pode provocar maior aumento da
exposicdo a produtos quimicos, além da possibilidade de tornarem mais concentrados em
lagos, lagoas e rios em periodos de estiagem, comprometendo o abastecimento de aguas
superficiais (HAYES et al., 2010).

O efeito de poluentes em girinos € menos conhecido em relacdo aos anfibios adultos,
pois as larvas dos anuros sdo menos Visiveis e ao contrdrio dos adultos, ndo possuem
vocalizacdo. Girinos de vérias espécies ainda nao foram descritos, o que dificulta ainda mais o
estudo aprofundado destes organismos (McDIARMID; ALTIG, 1999). De acordo com Seixas
Filho et al. (2003), os girinos nos estagios menos desenvolvidos sdo mais sensiveis do que
aqueles em estagios mais avancados, apresentando menor capacidade de ajuste ao meio, ndo
resistindo ao intenso trabalho metabdlico, assim como a preparacdo para mudanca de uma
respiracdo branquial para uma respiracao pulmonar.

Pocos de Caldas € uma cidade localizada na regido sul de Minas Gerais, na divisa com
0 estado de Sdo Paulo, na borda ocidental da Serra da Mantiqueira (LORENZO, 1991),
fragmento de bioma Mata Atlantica, considerada a segunda maior floresta pluvial tropical do
continente americano e o bioma brasileiro mais alterado pela acéo antropica (LEDERMAN;
PADOVAN, 2005) e, mesmo considerado um dos biomas mais ameagados do mundo, a Mata
Atlantica é considerada um hotspot mundial, sendo uma das &reas mais ricas em
biodiversidade (MYERS et al., 2000). O municipio situa-se num planalto com area
aproximada de 750 km?, altitude média de 1300 metros e campos suavemente ondulados
(PREFEITURA MUNICIPAL DE POCOS DE CALDAS, 2011), e de acordo com quatro
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levantamentos da herpetofauna no municipio (CARDOSO, 1986; GIARETTA; SAZIMA,
1993; LOIOLA, 2010; MONTEIRO-LEONEL, 2004), Pocos de Caldas apresenta uma
riqueza de 40 espécies de anfibios, sendo 3 espécies endémicas da regido de Minas Gerais. No
municipio as culturas do café e da batata sdo as mais difundidas e o glifosato é o agrotoxico
mais utilizado, e muitos corpos d’agua utilizados como sitios reprodutivos dos anfibios anuros

coincidem com as areas agricolas na regiao.
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2 OBJETIVOS

Neste topico serdo apresentados os objetivos deste trabalho, geral e especificos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo avaliar, sob condicGes laboratoriais, a toxicidade
aguda da formulagdo do glifosato comercial Roundup Original® (Equivalente acido de N -
(fosfonometil) glicina a 36,0% m/v), analisando a sensibilidade de girinos de Physalaemus

cuvieri e Rhinella icterica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do presente trabalho sdo:
A) Determinar as LC50 para o formulado comercial Roundup Original® em larvas de
Physalaemus cuvieri e Rhinella icterica;
B) Determinar as LC50 para os tempos de 48 e 96 horas;
C) Avaliar a capacidade do formulado comercial Roundup Original® em provocar alteracoes
comportamentais nos individuos submetidos aos tratamentos para todas as concentracfes e
tempos experimentais;
D) Avaliar a ocorréncia de malformacGes provocadas pelas concentragdes do contaminante
nos girinos de Physalaemus cuvieri e Rhinella icterica;
E) Avaliar o efeito do formulado comercial Roundup Original® sobre as taxas de crescimento
dos girinos através de medidas do comprimento e peso (comparados ao tratamento controle);
F) Comparar a sensibilidade, comportamento e ocorréncia de malformagfes entre as espécies

estudadas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Neste topico serd apresentado o referencial teorico, subdividido nos subitens:
Toxicologia e Ecotoxicologia, Agrotoxicos (subdividido em Compostos quimicos
organofosforados e novamente subdividido em Glifosato e Roundup®), Agricultura no
municipio de Pocos de Caldas — MG, Anfibios anuros (subdividiso em Declinio de Anfibios)
e Espécies estudadas (com os subitens Physalaemus cuvieri (Anura, Leptodactylidae) e

Rhinella icterica (Anura, Bufonidae)).

3.1 TOXICOLOGIA E ECOTOXICOLOGIA

Em toxicologia, a avaliacdo da toxicidade de um composto é geralmente realizada em
duas etapas, sendo a) identificacdo da periculosidade e b) avaliagdo de dose-resposta. A
avaliacdo de periculosidade é o processo para determinar se a exposicdo a um composto
quimico pode causar aumento na incidéncia de efeitos adversos a saude (como cancer, por
exemplo) e se o efeito adverso a saude é provavel que ocorra em seres humanos. A avaliacdo
de dose-resposta é o processo de avaliar quantitativamente a toxicidade do composto quimico
e caracterizar a relacdo entre a dose administrada do contaminante e a incidéncia dos efeitos
adversos sobre a satde da populacdo exposta (USEPA, 2014)

O objetivo da avaliacdo de toxicidade é avaliar as evidéncias disponiveis sobre o
potencial de determinados contaminantes em causar efeitos adversos aos organismos expostos
e fornecer, sempre que possivel, uma estimativa da relacdo entre o grau de exposi¢do a um
contaminante e a gravidade dos efeitos adversos (USEPA, 2014).

O termo ecotoxicologia foi introduzido por Truhaut, em 1960 e foi derivado das
palavras ecologia e toxicologia. A introducdo deste novo termo refletiu a preocupagdo em
relacdo ao crescimento dos compostos quimicos no meio ambiente (WALKER et al., 2006).

A avaliacdo ecotoxicolOgica constitui importante ferramenta para analise dos efeitos
prejudiciais de agrotoxicos em espécies ndo alvo, ou seja, aqueles a quem o produto néo é
diretamente destinado (SILVA et al., 2013).

Os bioensaios sdo ferramentas que permitem investigar os efeitos ambientais de

poluentes em organismos vivos. Geralmente sdo realizados em laboratérios e tém a vantagem
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de medir diretamente os efeitos toxicos de substancias bioacumuladas em organismos
aquaticos, informando a relacdo entre os compostos quimicos e a qualidade bioldgica,
incluindo a identificacdo de causa e efeito (BESTEN; MUNAWAR, 2005), porém 0s ensaios
laboratoriais tém a desvantagem dos efeitos quimicos serem espécie-especificos, dependendo
de diversas varidveis, muitas vezes impossibilitadas de serem reproduzidas em laboratdrio.

No inicio dos anos 70, as primeiras diretrizes de testes de toxicidade aguda foram
desenvolvidas. Em 1980 a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (United States
Environmental Protection Agency - USEPA) iniciou o desenvolvimento dos testes de
toxicidade de curto prazo para a estimativa de toxicidade aguda. A partir dos anos 70, as
metodologias para testes de toxicidade aumentaram rapidamente.

Testes de toxicidade aquéatica tém como objetivo estimar a seguranca do ambiente e a
ocorréncia de efeitos adversos das concentracdes de compostos quimicos, separados ou
misturas, em amostras ambientais (BESTEN; MUNAWAR, 2005).

Testes de toxicidade em vertebrados sdo realizados para a avaliacdo dos riscos
ambientais dos compostos quimicos. Embora a polui¢do seja um problema internacional, 0s
testes sdo realizados para atender as exigéncias de autoridades reguladoras nacionais.
Geralmente, estes testes sdo realizados durante o desenvolvimento dos compostos quimicos
ou se ha alguma duvida em relacdo a seguranca destes compostos e haja necessidade de
refazer os testes (WALKER, 1998).

Muitos testes de toxicidade fornecem uma estimativa da concentracdo do composto
quimico que vai causar uma resposta téxica ao nivel de 50%, ou seja, a concentracdo letal
média que vai matar metade dos individuos submetidos ao experimento (LC50). Os valores
obtidos em testes de toxicidade sdo dependentes das condices sob as quais os testes foram
realizados. A interpretacdo dos dados de toxicidade precisa ser realizada com cautela, pois 0s
testes devem ser determinados sob uma area de condi¢des laboratoriais bem controladas,
porém que podem diferir consideravelmente daquelas que prevalecem em um ambiente
natural (WALKER et al., 2006).

Os testes de toxicidade aguda séo realizados para obter informacGes sobre os efeitos
imediatos em organismos teste a uma exposi¢do de curto prazo (até 96 horas) a um material
de teste possivelmente toxico, em condi¢Ges experimentais especificas. Um teste de

toxicidade aguda ndo fornece informacbes se efeitos tardios serdo detectados, porém
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observacgdes pos-exposicdo podem fornecer uma ideia de tais informacdes. Os resultados dos
testes de toxicidade aguda devem ser utilizados para comparar as sensibilidades agudas de
diferentes espécies e diferentes compostos quimicos e estudar os efeitos de varios fatores
ambientais nos resultados de toxicidade, além de estudar a possibilidade de relages entre
compostos quimicos e organismos testes (ASTM, 2002).

A concentracdo letal (LC) é utilizada quando os compostos quimicos séo diluidos no
ar ou na agua. A LC pode ser expressa em partes por milhdo (ppm) ou miligramas do
composto quimico por m3 de agua ou ar (mg/ m3). Diferente da LD50, que é a dose necessaria
para causar a morte de 50% dos individuos, e é expressa por miligramas do composto quimico
por Kilogramas do peso corpéreo do animal (mg/kg). (HERZFELD; SARGENT, 2011). A
LC50 é calculada com base na concentracdo de material de teste em agua de diluicéo,
enquanto LD50 é utilizada sempre que os resultados séo calculados com base na quantidade
de material teste que entra ou é diretamente aplicada nos organismos teste (ASTM, 2002).

Os efeitos toxicos de uma substancia quimica dependem das concentracdes presentes
nos tecidos do organismo que esta submetido ao composto. Isto, por sua vez, depende da
concentracdo do composto quimico presente no ambiente e o periodo de tempo no qual
ocorreu a exposi¢cdo. Assim, a LC50 esté relacionada com o periodo de exposi¢do. Quanto
maior a exposicdo, menor sera a LC50, pois serd mais toxica, até atingir o seu limite; neste
ponto, aumentos no periodo de exposicdo ndo irdo provocar alteracdes na mortalidade. Pode-
se presumir que quando o limite de LC50 € atingido, o sistema entra num estado de equilibrio,
onde a concentracdo do composto quimico no tecido ndo aumenta com o passar do tempo
(WALKER et al., 2006).

Geralmente, o requerimento para industrias de compostos quimicos € que sejam
realizados testes de toxicidade em peixes, que geralmente s&o testes de LC50 ao longo de um
periodo de exposicdo de 96 horas (teste de toxicidade aguda). Se a producdo do composto
quimico exceder 100 toneladas por ano, sdo exigidos testes de toxicidade cronica. Caso a
producdo do composto exceda 1000 toneladas por ano, estudos adicionais de toxicidade
devem ser realizados em aves e outros grupos. Por ultimo séo incluidos os mamiferos, para
que os dados possam servir de avaliacdo de risco para os humanos (WALKER, 1998).

Nos testes de toxicidade aquética, é importante manter a concentragdo do agrotoxico

na agua, que pode ser perdida por absor¢do e metabolismo dos organismos testados ou por
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volatilizacdo, degradacdo ou adsorcdo pela agua. Por isso, é indicada a renovacao da agua a
intervalos regulares, principalmente em testes de toxicidade crénica (WALKER et al., 2006).

Uma preocupacao em relacdo aos testes de toxicidade em animais é o tamanho dos
grupos utilizados para obtencdo dos dados (n), se estes sdo muito grandes em relagdo a
qualidade dos dados que podem ser gerados, pois os dados obtidos ddo apenas uma indicagéo
aproximada da toxicidade ambiental. Estes dados ndo constam nos registros de agrotéxicos e
ndo € claro, a partir dos dados fornecidos, como estes testes foram realizados, onde, quais as
medidas de dose/concentracdo foram utilizadas e qual o nivel de dose/concentragdo méxima
prevista sem o aparecimento de sintomas toxicos (WALKER, 1998).

Em avaliaces de risco ambiental, muitos dos testes de toxicidade em animais utilizam
a letalidade como ponto final. Entretanto, com o répido progresso da toxicologia bioquimica
nos ultimos anos, foi adquirido o conhecimento de testes que precedem o aparecimento de
sintomas evidentes de intoxicacdo quimica, sendo possivel realizar testes de toxicidade
evitando a morte e o sofrimento dos animais. Nestes testes, ha a interacdo entre as moléculas
toxicas e os componentes celulares (geralmente macromoléculas), que desencadeia alteragdes
adversas na funcéo celular e expressadas ao nivel de todo organismo como sintomas evidentes
da toxicidade. Este avanco no conhecimento trouxe tecnologias sofisticadas, que facilitaram a
deteccdo e quantificacdo das alteracBes deletérias, porém grande parte desta nova tecnologia é
cara e continua restrita a laboratdrios especializados (WALKER, 1998).

Ainda existe uma grande lacuna entre os resultados dos testes de laboratdrio e os reais
efeitos que ocorrem em campo. Os resultados obtidos em laboratdrio estimam os riscos
provocados por contaminantes sob condi¢fes controladas, e fatores como a rota de exposicao
dos compostos quimicos, a exposicdo a complexas misturas dos contaminantes,
(bio)transformacéo das substancias, que podem aumentar ou diminuir a toxicidade, a alteragéo
na concentracdo em que 0S organismos estdo expostos devido a ligacdo dos compostos
guimicos com sedimentos, status nutricionais e fisiologicos dos organismos teste, situacdes de
estresse e a adaptacdo genética ou fisiologica dos organismos submetidos aos testes sdo
alguns dos diversos fatores que ocorrem no ambiente natural que ndo podem ser quantificados
e completamente reproduzidos em experimentos laboratoriais (BESTEN; MUNAWAR,
2005).
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3.2 AGROTOXICOS

Xenobioticos sdo substancias que ndo estdo naturalmente presentes em determinado
organismo, ou seja, ndo fazem parte de sua bioquimica normal. Assim, um elemento quimico
pode ser normal a um individuo, mas a outro ndo. Os xenobidticos podem ocorrer
naturalmente (como toxinas produzidas pelas plantas, por exemplo) ou serem produzidos pelo
homem, como biocidas: herbicidas, fungicidas, etc. (WALKER et al., 2006)

De acordo com a Lei n° 7.802 (BRASIL, 1989), agrotdxicos sao:

a) 0s produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas, e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de
seres vivos considerados nocivos;

b) substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento;

Sdo considerados componentes dos agrotoxicos os principios ativos, os produtos
técnicos, suas matérias-primas, os ingredientes inertes e aditivos utilizados na fabricacdo dos
mesmaos.

Os agrotdxicos sao poluentes ambientais que podem ser uma importante causa de
mortalidade da fauna e flora, pois varios declinios estdo associados a areas agricolas e
adjacentes (DAVIDSON et al., 2001; RELYEA, 2005b) e, quando utilizados para combater
pragas especificas ou pragas de uma forma geral, sua utilizacdo acaba afetando outros
organismos que ndo sdo o alvo do produto (RELYEA; JONES, 2009).

Em areas agricolas, uma variedade de compostos quimicos € utilizada durante o ciclo
de cultivo, podendo ter sua toxicidade potencializada quando organismos estdo expostos a
misturas de agrotdxicos no ambiente (WALKER et al., 2006).

A avaliacdo do potencial toxico dos compostos quimicos em conjunto é limitada por
varios aspectos, pois: a) em uma mistura muitas substancias podem ndo ser facilmente

identificadas ou detectadas através de analises, b) o nimero de substancias pode ser tdo
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grande que a analise de um composto quimico especifico pode ndo ser possivel, ¢) ha dados
incompletos ou d) faltam dados sobre as caracteristicas ambientais de diversas substancias
quimicas, ndo sendo possivel definir alguns micropoluentes e compostos quimicos
degradados, que ndo sdo representados nas misturas e uma mistura pode ter diversas
caracteristicas ambientais distintas quando comparadas as caracteristicas das sustancias
separadas. Por causa destas limitagbes, amostras ambientais podem ser parcialmente
caracterizadas ou avaliadas (BESTEN; MUNAWAR, 2005).

Para a maioria dos compostos quimicos tém-se poucos dados de concentracdo na
natureza e dos efeitos dos agrotdxicos na anurofauna, dificultando a avaliacdo do real impacto
neste grupo. A razdo para tal escassez de dados é que a regulamentacdo para registro de
agrotoxicos exige testes em passaros, mamiferos, peixes e invertebrados aquaticos, mas nédo
em anfibios; como consequéncia, a estimativa da toxicidade neste grupo é geralmente baseada
através dos resultados de toxicidade de outros grupos (RELYEA, 2005a).

A base de dados de toxicidade para a maioria dos compostos quimicos ndo possuem
informacdes suficientes sobre os efeitos toxicos em humanos. Sendo assim, pode-se inferir o
potencial de um composto quimico causar um efeito adverso em seres humanos a partir de
informacgdes de toxicidade de experimentos realizados em outros mamiferos, como ratos,
coelhos, cachorros e macacos. A ideia de que os mamiferos sdo semelhantes na
susceptibilidade de compostos quimicos toxicos e que os dados a partir de animais podem
muitas vezes ser utilizados para seres humanos é uma das premissas da toxicologia (USEPA,
2014).

No Brasil, para registro de agroquimicos, sao exigidos pelo Ministério da Saude, entre
outros testes (Anexo | da Portaria n°3, 16/01/92), ensaios de toxicidade em organismos ndo
alvos para avaliar a forma de acdo dessas substancias nos organismos constituintes da cadeia
alimentar. Embora os testes com anfibios ndo sejam exigidos, tais ensaios tém sido
importantes para aumentar o conhecimento e demonstrar a periculosidade e o grau de

interferéncia dos agrotoxicos sobre os ecossistemas aquaticos (SILVA et al., 2013)
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3.2.1 Compostos quimicos organofosforados

Os compostos organofosforados foram desenvolvidos durante a Segunda Guerra
Mundial por seu poder neurotoxico, devido sua habilidade de inibir a enzima
acetilcolinisterase (AChE). Estes produtos foram produzidos por dois principais usos: como
inseticidas e como agente de guerra quimica (WALKER et al., 2006).

O Roundup®, cujo principio ativo é o glifosato (N-fosfonometil-glicina), é um
agrotoxico pertencente ao grupo dos organofosforados. A formula empirica do glifosato é
C3HsNOsP, enquanto a estrutural € representada na Figura 1.

0 0
| |
HO —C — CH, —M— CHz —p —CH

H OH

Figura 1 - Estrutura quimica do glifosato
Fonte: ITHO (2014).

Quando a AChE ¢ inibida pelo composto quimico, ha um aumento na concentracdo do
neurotransmissor acetilcolina (ACh), que fica acumulado e comegam a surgir os sintomas
neurolégicos da contaminacdo. Mesmo em concentra¢des insuficientes para causar inibi¢dao da
AChE, ha evidéncias que os organofosforados podem alterar alguns processos celulares dos
organismos afetados (SILVA et al., 2013).

A maioria dos compostos organosfosforados sdo, em geral, menos estaveis do que 0s
compostos organoclorados e sdo mais rapidamente quebrados por reagBes quimicas ou
bioquimicas, ou seja, eles apresentam uma meia-vida menor quando livres no ambiente, e
seus danos ambientais estdo largamente (mas ndo exclusivamente) relacionados a toxicidade
aguda. Existe um interesse, assim como outros agroquimicos neurotoxicos, sobre seus efeitos

comportamentais em animais submetidos a doses subletais (WALKER et al., 2006).
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3.2.1.1 Glifosato e Roundup®

O glifosato foi sintetizado pela primeira vez em 1950. Somente em 1970, J. E. Franz
descobriu a propriedade de herbicida desta molécula (BRAGUINI, 2005). O Roundup® surgiu
em 1970, sendo o glifosato ingrediente ativo deste herbicida. Em 1974 o Roundup® foi
registrado pela primeira vez para uso na Malasia e Reino Unido e, em 1976, para uso nos
Estados Unidos. O Brasil recebeu sua primeira amostra para testes em 1972 e, em 1978, o
produto (ainda importado) chegava ao pais para ser comercializado. Ele passou a ser
produzido no Brasil em 1984. Agrotoxicos a base de glifosato sdo autorizado para uso em
jardinagem, como nos Estados Unidos, na reserva ecoldgica de Galapagos e nas ruinas de
Pompéia, na Itadlia (MONSANTO, 2013).

Atualmente, o agrotoxico Roundup® possui registro em mais de 130 paises e é
mundialmente o mais vendido para o controle de plantas daninhas em pré-plantio das lavouras
(MONSANTO, 2013).

O glifosato é o principio ativo mais utilizado em agrotéxicos no mundo devido a sua
alta eficacia no controle de ervas daninhas na agricultura. Recentemente seu uso aumentou
devido ao aumento do cultivo de plantas geneticamente modificadas, resistentes ao glifosato
(HOWE et al., 2004; RELYEA & JONES, 2009). E um herbicida de amplo espectro, p6s-
emergente (ou seja, aplicado apds a planta ter emergido do solo), de acdo ndo seletiva, ativo
através de translocacdo na planta (movimento da agua e solutos no interior da planta através
de tecidos condutores ou vasculares) (ITHO, 2014).

O composto é um &cido organico fraco, formado por uma molécula de glicina e outra
de fosfonometil. Pertence ao grupo quimico das glicinas e possui 0s grupos funcionais
carboxilato, amino e fosfato. Tem efeito residual curto, sendo que os residuos no solo
apresentam uma meia-vida curta, e sua degradacdo no solo € realizada por grande quantidade
de microorganismos que o utilizam como fonte de energia de fdésforo (USEPA, 1993;
AMARANTE JUNIOR et al., 2002; ITHO, 2014), ndo atingindo as dguas subterraneas devido
a sua forte caracteristica de adsorcdo. No entanto, o glifosato pode contaminar aguas
superficiais através de seus padrbes de uso aquético e erosdes, por absorver particulas do solo

no escoamento superficial (USEPA, 1993).
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Em plantas e alguns microorganismos, o glifosato age como inibidor de enzimas
essenciais na sintese de aminoacidos necessarios a sintese proteica das plantas, causando
déficit de aminoacidos aromaticos (ITHO, 2014). Carbonari et al. (2012) concluiram que o
glifosato ocasiona uma reducdo nos niveis de fenilalanina e tirosina (aminoéacidos aromaticos
fundamentais para a continuidade da sintese proteica nas plantas) em plantas de milho,
embora a tendéncia seja a recuperar posteriormente. Porém, com a reducdo desses
aminoacidos nas plantas, todos os processos que demandam a participacdo de enzimas e
proteinas sdo diretamente afetados.

De acordo com Howe et al. (2004), com a remogéo da protecdo a patente do glifosato,
gue aconteceu em 2000, muitos novos agrotoxicos com este principio ativo entraram no
mercado, cada um com uma mistura quimica e surfactantes diferentes em relacdo a
formulagdo do Roundup Original®, alguns destes novos produtos altamente toxicos para
organismos no alvo. Assim, além do Roundup®, alguns outros representantes comerciais tém
o glifosato como principio ativo, como Rodeo®, Bronco® e Weedoff® (ITHO, 2014),
Touchdown® e Roundup Biactive (MANN; BIDWELL, 1999).

O glifosato foi classificado em 1991 como Grupo E pela USEPA (1993), sendo
considerado ndo carcinogénico para humanos, com base na falta de dados convincentes que
comprovem a carcinogenicidade em estudos adequados. De acordo com a bula do Roundup
Original®, ele possui Classificacdo Toxicoldgica Il — Medianamente toxico e Classificacio

do Potencial de Periculosidade Classe 111 — Produto Perigoso ao Meio Ambiente.

Ainda de acordo com a bula em relacéo a efeitos agudos:

estudos realizados com animais de laboratério demonstraram que o
ROUNDUP ORIGNAL possui baixa toxicidade aguda, com DL50 oral igual
a 5400 mg/kg de peso corpdreo e DL50 dérmica maior que 5000 mg/kg de
peso corpéreo. Em estudo de irritabilidade ocular em coelhos, ROUNDUP
ORIGINAL foi levemente irritante, provocando congestdo vascular e leve
secre¢do na conjuntiva. Esses sintomas foram reversiveis no decorrer do
estudo. ROUNDUP ORIGINAL ndo possui potencial de sensibilizacéo
cutanea.
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Segundo Itho (2014), efeitos agudos de glifosato em animais sdo sugestivos de
alteracdo da atividade mitocondrial. Porém Braguini (2005) concluiu que o glifosato ndo
interferiu no metabolismo mitocondrial.

Nos tecidos organicos, a concentracdo mais elevada de glifosato é localizada nos 0ssos
(ITHO, 2014). A administracdo de Roundup® para ratas em um periodo critico para o
desenvolvimento estrutural do estado embriogénico de ratos induziu um retardo no
desenvolvimento 0sseo, principalmente do cranio e o0ssos das patas (BRAGUINI, 2005 apud
DALLEGRAVE et al., 2003).

Todos os agrotdxicos contém adjuvantes além de seu principio ativo, classificados
como “inertes”, frequentemente confidenciais, destinados a estabilizar o principio ativo e
permitir que ele seja absorvido pelas plantas. Os oOrgdos reguladores e os fabricantes de
herbicidas a base de glifosato fazem avaliacdes toxicoldgicas com o glifosato isolado, e ndo
com o herbicida em suas formulagdes comerciais (MESNAGE et al., 2012).

Surfactantes (surface active agent) sdo agentes de atividade superficial, ou seja, sdo
substancias solventes que tendem a reduzir a tensdo superficial do composto em que estdo
dissolvidas e diferentes formulacdes de Roundup® possuem diferentes surfactantes. Todos os
surfactantes sdo considerados como ingredientes inertes e ndo necessitam de testes ou
descricdo na formulacdo do produto. Como consequéncia, fabricantes constantemente
desenvolvem novos surfactantes, o que torna necessario constantes testes de toxicidade em
organismos nao alvos (RELYEA; JONES, 2009).

A formulagio de Roundup Original® mais comumente utilizada contém sais de
isopropilamina, uma amina surfactante - polioxietilenoamina (POEA) e agua. Os solventes
utilizados em formulacdes comerciais podem alterar as propriedades toxicologicas do
produto, e alguns surfactantes podem apresentar acOes irritativas de importancia, ndo sendo
uma acdo do prdéprio principio ativo (ITHO, 2014).

Os surfactantes mais utilizados em formulacdes do glifosato sdo as etilaminas. Os
compostos desse grupo de surfactantes sdo significativamente mais toxicos do que o préprio
principio ativo (AMARANTE JUNIOR et al., 2002; LAJMANOVICH et al., 2003; MANN;
BIDWELL, 1999). Estima-se que o surfactante POEA apresente toxicidade 3 vezes maior do
que o glifosato. Porém, o tipo de surfactante e sua concentragdo podem diferir por formulacéo
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002).
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Releya e Jones (2009) e Mann e Bidwell (1999) alegaram que o surfactante POEA é o
componente do Roundup Original® responsavel pela mortalidade das larvas de anuros. O
produto comercial Roundup® é mais toxico do que o glifosato isolado. A quantidade de
Roundup® (contendo glifosato e o surfactante POEA) necessaria para causar a morte de ratos
é aproximadamente 1/3 da quantidade de glifosato sozinho (BRAGUINI, 2005).

Segundo Giesy et al. (2000), as formulacGes de glifosato sdo consideradas
praticamente ndo toxicas para aves e mamiferos, moderadamente a praticamente nao toxicas a
peixes e invertebrados e leve a moderadamente tdxicas para anfibios.

O glifosato tem sido testado em algumas espécies de anfibios que, coletivamente,
representam menos de 0,2% das espécies existentes no mundo e, para se alcancar um
conhecimento real dos impactos do glifosato, é necessario expandir informac6es gerais sobre
os anfibios, tanto taxonomicamente quanto geograficamente. Porém, quando testado em
algumas espécies de anfibios, em testes conduzidos principalmente sob condicGes
laboratoriais e com girinos, estudos indicaram que o Roundup® pode ser altamente letal para
anfibios norte-americanos (RELYEA, 2005b).

Alguns produtos a base de glifosato possuem categorias de toxicidade | ou Il para
irritacdo ocular ou na pele. Na Califérnia, o glifosato apresenta uma elevada taxa de registros
de doencas ou lesdes nos trabalhadores, que relatam inimeros casos de irritacdo nos olhos ou
na pele durante a mistura do produto ou transporte. Por isso, é indicado o uso de
equipamentos de protecdo individual quando para a manipulacdo de produtos a base de
glifosato (USEPA, 1993).

3.3 AGRICULTURA NO MUNICIPIO DE POCOS DE CALDAS — MG

Pogos de Caldas - MG localiza-se na regido sul do Estado de Minas Gerais, na divisa
com o Estado de Séo Paulo, nas coordenadas 21°15°20”S e 46°33°55>’W (LORENZO, 1991),
na borda ocidental da Serra da Mantiqueira, fragmento de bioma Mata Atlantica. O municipio
situa-se num planalto com area aproximada de 750 km?, altitude média de 1300 m e campos
suavemente ondulados. E rodeado de montanhas com altitudes entre 1600 m e 1800 m
(PREFEITURA MUNICIPAL DE POCOS DE CALDAS, 2011).
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No municipio sdo observados impactos ambientais significantes associados a pecuaria
e a agricultura, que estdo localizados proximos a cursos d’agua. Dentre as principais culturas
estdo a do café e da batata.

O sistema de plantio direto ocupa hoje cerca de 25 milhdes de hectares ou 50% da area
plantada com culturas no Brasil. A adocdo do cultivo direto pelos agricultores sé foi possivel
através da utilizacdo de agroquimicos, entre os quais o glifosato é o mais utilizado
(YAMADA; CASTRO, 2014).

A utilizacdo do glifosato € comum na prética agricola, entretanto, devido ao uso
inadequado dos equipamentos de aplicacdo, a falta de uma regulacdo adequada do mesmo
e/ou aplicacdo em condicBGes ambientais desfavoraveis, os danos provocados pelo agrotoxico
podem se acentuar (DOMINGUES JUNIOR, 2011).

No Relatério Técnico da Comissdo das Aguas (2012), realizado pela Comissdo
Nacional de Energia Nuclear (CNEN), Departamento Municipal de Eletricidade (DME),
Departamento Municipal de Agua e Esgoto (DMAE) e entregue a Prefeitura Municipal de
Pocos de Caldas, ndo foi detectado concentracdo acima do limite de compostos
organofosforados. Foram realizadas coletas para analise da agua em 21 pontos da cidade,
porém o relatério ndo especifica se os pontos de coleta eram areas adjacentes a areas
agricolas.

A cultura da batata em Pocos de Caldas apresenta grandes problemas de eroséo,
poluigdo por agrotoxicos e consumo elevado de agua, devido as caracteristicas do manejo
(PMISBPPC, 2010).

O clima ameno faz da regido do Sul de Minas uma regido privilegiada ao cultivo da
batata, possibilitando o plantio e colheita durante todo ano. Em 2006 foi cultivada por mais de
2 mil agricultores da regido, ocupando uma area de 20 mil hectares, sendo responsavel por
mais de 100 mil empregos diretos (ALVARENGA, 2014).

Minas Gerais € hoje o maior produtor de café do Brasil. As condices topogréaficas
irregulares do Sul de Minas favoreceu o cultivo dessa cultura, improprias para outras culturas,
e as caracteristicas do Sul de Minas se adequaram perfeitamente as exigéncias da atividade
cafeeira, sendo hoje a maior produtora de café do Estado (ANDRADE, 1994).

Em Pocos de Caldas a cultura do café é a mais difundida e o glifosato é o agrotdxico

mais utilizado, e de acordo com Domingues Junior (2011), sua aplicacdo diretamente na
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planta pode contaminar a deriva (“contato da molécula herbicida com organismo ndo alvo de
sua aplicagdo”), ou seja, o composto, tendo a¢do ndo seletiva, pode afetar a propria cultura

cafeeira pela deriva.

3.4 ANFIBIOS ANUROS

De acordo com evidéncias fosseis de 400 milhdes de anos, os anfibios evoluiram a
partir dos peixes, sendo 0s primeiros vertebrados a conquistarem a terra firme. O fossil mais
antigo de um anfibio em sua forma atual data de cerca de 250 milhGes de anos, encontrado em
Madagascar e ficou conhecido como Triadobatrachus (WOEHL Jr.; WOEHL, 2008).

Os anfibios sdo animais de sangue frio (exotérmicos), ou seja, utilizam a energia
externa pra regular a temperatura do corpo. Ao contrario de animais de sangue quente, como
aves e mamiferos, ndo precisam de grande quantidade de alimentos para gerar energia interna.
Sao animais de extrema importancia para o equilibrio ecoldgico, uma vez que se alimentam
de insetos e outros pequenos vertebrados e servem de alimento para muitas espécies de
répteis, aves e mamiferos (WOEHL Jr.; WOEHL, 2008).

A palavra “anfibio” origina-se do grego (anfi=duas e bio=vida) e significa vida dupla,
sendo uma fase aquatica e outra terrestre. A fase aquatica é caracterizada pelo
desenvolvimento larval, cujos girinos se desenvolvem até atingir a vida adulta, que se da em
terra. Enquanto girinos, os anfibios possuem branquias por onde respiram retirando o
oxigénio disponivel na 4gua. Quando adultos, geralmente ha o desenvolvimento de pulmdes,
e a respiragdo passa a ser pulmonar. Ambos utilizam a pele para auxiliar na respiragao.
(WOEHL Jr.; WOEHL, 2008).

Séo considerados como indicadores de estresse ambiental (bioindicadores) por terem
contato com estressores tanto aquaticos (em sua forma larval e adulta) como atmosféricos e
do solo (em sua forma adulta), e possuirem a pele permeavel e ovos sem cascas que ficam
diretamente expostos ao solo, agua e luz solar. Compreendem a maior biomassa de
vertebrados e contribuem significativamente para a dinamica trofica em muitas comunidades,
tanto como presa, quanto predador, sendo que o declinio de anfibios anuros pode ter impactos
importantes sobre outros organismos (BLAUSTEIN et al, 1994; BLAUSTEIN;
KIESECKER, 2002).
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Os girinos sdo0 menos conhecidos em relacdo aos pos-metamdrficos, sdo menos
visiveis e ndo possuem vocalizacdo. Girinos de varias espécies de anuros ainda ndo foram
descritos, o que dificulta ainda mais o estudo aprofundado destes organismos (McDIARMID;
ALTIG, 1999).

A eclosdo dos girinos ocorre a partir do estagio 20 da tabela de Gosner (1960) (Anexo
A) e neste estagio os girinos ainda ndo possuem movimentos natatorios e se alimentam das
suas reservas nutritivas (saco vitelinico). No estadgio 25 ocorre a absorcdo total do saco
vitelinico, encapsulagdo das brénquias e maturacdo de estruturas anatdmicas utilizadas na
captura do alimento. Nesta fase o0s girinos comecam a se alimentar e movimentam-se
livremente a procura de alimento (DUELLMAN; TRUEB, 1994; McDIARMID; ALTIG,
1999).

Os girinos alimentam-se raspando com os denticulos (FIGURA 2) existentes na boca
materiais aderidos ao substrato e, com isso, liberam na &gua particulas de alimentos que seréo
posteriormente filtradas. A filtracdo é feita na medida em que aspiram a agua, havendo a
ingestdo das particulas (DUELLMAN; TRUEB, 1986; McDIARMID; ALTIG, 1999).
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Figura 2 - llustracdo de cavidade oral de girino de Physalaemus cicada com fileiras de
denticulos apontadas pelas setas vermelhas, sendo duas fileiras superiores (a
segunda com um GAP — espaco entre uma Unica fileira) e trés fileiras inferiores
(sendo a primeira com um GAP).

Fonte: VIEIRA; ARZABE (2008, p.267)

Os girinos possuem caracteristicas estruturais especificas que sdo ausentes nos adultos.
O aparato oral € um exemplo, pois € uma estrutura presente apenas na fase larval dos anuros

(DUELLMAN; TRUEB, 1994) As caracteristicas principais do aparato oral sdo as papilas
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labiais, as fileiras de denticulos e o bico corneo na abertura da cavidade oral. A presenca
destas estruturas, assim como o numero, a densidade, o tamanho e a forma das mesmas,
variam entre as espécies de girinos e esta relacionado ao meio em que vivem e ao habito
alimentar (McDIARMID; ALTIG 1999). Alteracdes nas estruturas orais podem provocar uma
reducdo na eficiéncia de forrageamento dos organismos, pois estas estruturas sdo
fundamentais para que 0s girinos possam se alimentar.

Na metamorfose para a vida adulta, as alteracGes morfologicas sdo extremas: observa-
se 0 desenvolvimento dos membros, a degeneragdo das branquias, o desenvolvimento dos
pulmdes, a reabsorcdo da cauda, o desenvolvimento das glandulas dermais, desenvolvimento
dos olhos, a formacdo da boca e da lingua e a diferenciacdo do trato digestorio, com um
rearranjo dos Orgdos na cavidade visceral, sendo uma das mudancas mais drasticas que
ocorrem durante a metamorfose. Neste periodo ocorre uma acentuada diminuic&o do intestino,
além do desenvolvimento do estdmago, degeneracdo da regido oral do girino para a formacao
da boca e desenvolvimento da lingua (BAHIA, 2007).

Em muitas espécies as taxas de desenvolvimento e crescimento sdo fundamentais para
a determinacdo de maturidade sexual. O tamanho do corpo também é a base para selecéo
intrasexual (competicdo entre os machos por uma fémea) e intersexual (escolha de parceiro,
geralmente pelas fémeas) e muitas vezes determina o nimero maximo de ovos que a fémea
pode produzir. A diminui¢do da nutricdo, como resultado de uma doenca ou ma formacao,
pode causar um desenvolvimento retardado e falhas reprodutivas. A exposi¢do a poluentes
ambientais pode causar falhas de desenvolvimento e reproducdo, mesmo que em doses sub-
letais, que ndo apresentem efeitos fisioldgicos adversos e consequéncias sobre a salde
(HAYES et al., 2010).

A classificacdo dos anfibios vem sofrendo constantes alteracGes, que envolvem desde
proposicdo de novos grupos de espécies, géneros e familias a realocagdes de familias, géneros
e espécies através de estudos recentes de algumas hipoteses filogenéticas, que ainda estdo
pouco suportadas. Além disso, muitas novas espécies estdo sendo constantemente descritas,
por isso ha grandes lacunas de conhecimento em relacdo as espécies brasileiras (ROSSA-
FERES et al., 2011).
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3.4.1 Declinio de Anfibios

A populacdo de anfibios esta decrescendo globalmente em elevadas taxas e sao
diversas as causas citadas para tal declinio, tais como alteracdes ambientais causadas pelo
homem (BLAUSTEIN; KIESECKER, 2002; BRUNELLI et al., 2009; TOLEDO et al., 2010;
WOEHL Jr.; WOEHL, 2008), como fragmentacdo de habitat, mudancas climaticas, maior
exposicdo a radiacdo ultravioleta, introducdo de espécies exdticas e exposi¢do a poluentes
ambientais (BLAUSTEIN; KIESECKER, 2002; BRUNELLI et al., 2009; DAVIDSON et al.,
2001; HAYES et al., 2010).

A taxa de declinio dos anfibios € de pelo menos 211 vezes maior do que a predita pelo
registro fossil (BRUNELLI et al., 2009; TOLEDO et al., 2010), e tais declinios sdo ainda
mais preocupantes quando ocorrem em regides de alta riqueza e endemismos, como € o caso
do Brasil, que possui 0 maior nimero de espécies de anfibios, abrigando cerca de 17% da
diversidade global e o maior nimero de espécies endémicas do mundo (FROST, 2014;
TOLEDO et al., 2010).

A perda da diversidade de anfibios acarreta: a) Prejuizos na agricultura, visto que 0s
anfibios se alimentam de insetos e consomem uma grande quantidade destes animais por ano,
proporcionando um equilibrio ecoldgico e evitando surtos de pragas agricolas; b) Acamulo de
matéria organica nos corpos d’agua, ja que 0s girinos se alimentam dessa matéria organica,
auxiliando na redugdo da mesma nos reservatorios de agua; c) prejuizo no abastecimento de
agua para a populacdo e encarecimento do tratamento da mesma para consumo; d)
desequilibrio das redes troficas, ja que os anfibios sdo a base de alimento de diversos
organismos terrestres e aquaticos e se alimentam de uma diversidade muito grande de
invertebrados, proporcionando controle ecoldgico, inclusive de insetos vetores de doengas; e
e) prejuizos na industria farmacéutica, pois muitos compostos quimicos produzidos pelas
glandulas cutaneas dos anfibios estdo sendo utilizadas para a producdo de farmacos no Brasil
e no mundo (CAMARGO, 2005; TOLEDO et al,, 2010).

Ha evidéncias de que as alteracOes climaticas globais influenciam no declinio dos
anfibios. Alteracfes na precipitacdo e temperatura afetam a fenologia (fenémenos periddicos
de seres vivos em relagdo as condi¢Ges ambientais) (BLAUSTEIN; KIESECKER, 2002).
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Altas temperaturas associadas a altos indices pluviométricos podem antecipar o periodo
reprodutivo de anfibios anuros, assim como a auséncia de chuva pode retarda-lo.

A radiacéo ultravioleta (UV-B) induz efeitos subletais que podem afetar o crescimento
e desenvolvimento, comportamento, fisiologia e anatomia dos anfibios (BLAUSTEIN;
KIESECKER, 2002).

Evidéncias sugerem que o declinio de anfibios em todo mundo esta relacionado com o
uso de agrotoxicos (RELYEA, 2005a). Estudos de impacto subletal de agroquimicos em
populacdes de anfibios sdo escassos, apesar do uso de xenobidticos (sozinhos ou associados a
outros fatores) ser considerado, nas ultimas décadas, o principal fator responséavel pelo
declinio de anfibios (DAVID et al., 2012; LAVORATO et al., 2013).

De acordo com Hayes et al. (2010), agrotdxicos e misturas de compostos quimicos
podem atrasar e/ou inibir a metamorfose dos anfibios, e a completa inibicdo da metamorfose
ird impactar negativamente a reproduc&o.

A reducdo na riqueza de espécies, reducdo das populacdes e alta incidéncia de
deformidades tem sido relatadas em areas de plantio (agroecossistemas), que pode ter relacdo
com o uso indiscriminado e intensivo de compostos quimicos (BRUNELLI et al., 20009,
RELYEA, 2005a). Isso indica que os anfibios podem ser sensiveis a exposicdo a
contaminantes, sendo bons bioindicadores para monitoramento da qualidade da agua
(BESTEN; MUNAWAR, 2005).

Ha& vérias razbes pelas quais os anfibios sdo sensiveis a contaminacdo de ambientes
aquaticos, entre elas o desenvolvimento das larvas de anfibios até sua vida adulta ser regulado
por hormonios, que podem ser afetados por compostos que promovem a desregulacdo
enddcrina, além de dispenderem parte de suas vidas na agua, estando assim expostos a
contaminantes presentes na agua e por sua capacidade de absorver compostos quimicos
através da pele (BESTEN; MUNAWAR, 2005).

Muitas espécies usam em parte de seu ciclo de vida lagoas temporarias e pequenos
cursos d’aguas adjacentes as areas agricolas, onde os agrotoxicos sdo aplicados, e muitas
vezes estas aplicagdes coincidem com o periodo reprodutivo e desenvolvimento larval
(DAVID et al., 2012; HAYES et al., 2010; HOWE et al., 2004). A contaminacdo de corpos
d’agua proximos a area de agricultura geralmente aumenta durante a estagdo chuvosa, periodo

de reproducdo da maioria das espécies de anfibios. Entdo, é possivel que os anfibios possam



37

ser gravemente afetadas pelos residuos da agricultura principalmente na estacdo chuvosa, que
pode carregar poluentes presentes no solo para corpos d’agua através de uma forte chuva.
Estes poluentes podem estar dissolvidos na agua ou associados ao solo ou a particulas
minerais (DAVID et al., 2012; WALKER et al., 2006).

De acordo com Walker et al. (2006), as principais rotas de absor¢do de poluentes
organicos por anfibios anuros sdo a alimentacéo e a pele, atraves dos poluentes dissolvidos ou
suspensos na agua. Aplds a absorcdo, a substancia € transportada para diferentes
compartimentos do corpo através do sangue e da linfa (no caso de vertebrados). O movimento
dentro dos tecidos e 6rgdos pode ser por difusdo entre as barreiras de membranas.

No Brasil ha pouca informacdo sobre os efeitos dos agrotdxicos em espécies de
anfibios. Estes animais tornam-se altamente vulneraveis a contaminacao quimica devido sua
pele bastante permedvel, além da reproducdo e dos estagios larvais dependerem do ambiente
aquatico, o que pode resultar em efeitos significativos nos individuos e nas populacdes de
anfibios (HAYES et al., 2010; SILVA et al., 2013).

Porém, de acordo com Hayes et al. (2010), uma Unica causa ndo explica o declinio dos
anfibios, sendo importante considerar as interacfes entre varios fatores. Alguns declinios
locais podem apresentar causas individuais, porém na maioria das vezes os declinios e
extincBes sdo provocados por interacdes entre dois ou mais fatores. Os declinios de anfibios
podem variar espacial e temporalmente, sendo os cinco principais fatores as mudancas
atmosféricas, poluentes ambientais, modificacdo de habitats, espécies invasoras e patdgenos,
agindo muitas vezes em sinergia entre eles (BLAUSTEIN et al., 1994; BLAUSTEIN;
KIESECKER, 2002; HAYES et al., 2010).

Em estudos com Rana sylvatica por exemplo, Relyea (2005a) concluiu que a adicéo
do estresse predatorio fez o agrotoxico Roundup® apresentar um efeito duas vezes mais letal
do que quando utilizado sozinho, comprovando o potencial sinérgico de diferentes fatores.



38

3.5 ESPECIES ESTUDADAS

As espécies estudadas neste trabalho foram Physalaemus cuvieri (Familia
Leptodactylidae) e Rhinella icterica (Familia Bufonidae). Este tdpico traz um pouco das
principais caracteristicas destas espécies.

3.5.1 Physalaemus cuvieri (Anura, Leptodactylidae)
Physalaemus cuvieri (Fitzinger, 1826), também conhecida como ra-cachorro

(FIGURA 3), é uma espécie de pequeno porte (CRCm = 28,9 mm; variacdo de 24 a 39 mm)
presente em quase todo o territorio brasileiro (MIJARES et al., 2010).

Figra 3 N Pslaeus uieri(itinger, 18) adulto. .
Fonte: Adaptado de Gaiga (2014)

Possui um padrdo de coloracdo dorsal bem variado, desde quase uniformemente
marrom a padrdes de mosaico marrons simetricamente complexos. Possuem nas pernas
padrdes de faixas e bracos levemente listrados (HEYER et al. 1990).

Possui ampla distribuicdo, sendo conhecida no sul, sudeste, nordeste e regido central
do Brasil (FIGURA 4), além da Argentina e Paraguai (MIJARES et al., 2010;
HERPETO.ORG, 2014). Segundo Mijares et al. (2010), uma espécie foi listada como sendo
P. cuvieri vinda de EI Manteco, na Venezuela, porém a identificacdo desta espécie necessita
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ainda de maiores investigacdes. E considerada uma espécie pouco preocupante em relacio a
conservacao, devido a sua ampla distribuicdo geografica, tolerancia em uma ampla gama de

habitats e regides e populacdo estavel (MIJARES et al., 2010)

P

Figura 4 - Distribuii;éo de Physalaemus cuvieri
Fonte: I[UCN, 2013

E uma espécie de habitos noturnos, que ocorre em diversos habitats, incluindo areas
abertas, pastos e florestas. Sua reprodugdo ocorre em pogas, temporarias ou permanentes,
geralmente em &reas abertas. Os ovos sdo depositados em ninhos de espuma flutuante
(FIGURA 5) presos a vegetacdo marginal das pocas (CONDEZ et al., 2009).

Figura 5 - Desovas de espuma de Physalaemus cuvieri
Fonte: Da autora
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De acordo com Silva et al. (2013), os corpos d’agua utilizados por P. cuvieri para
reproducdo e desenvolvimento sdo semelhantes aos corpos d’agua associados as areas
agricolas, deixando o0s girinos desta espécie expostos a possiveis contaminacdes por
agrotoxicos.

Os girinos sdo pequenos e possuem corpo oval e focinho arredondado em visao dorsal;
possuem o dorso e musculatura da cauda marrom claros, com pequenas manchas pretas
dispersas, e ventre despigmentado (HEYER et al., 1990) (FIGURA 6). Possuem cavidade oral
com padrdo 2(2)/3(1) (FIGURA 7), e vivem no fundo dos corpos d’agua alimentando-se de
matéria organica (CONDEZ et al., 2009).

Figura 6 - Girino de Physalaemus cuvieri em visdo lateral e dorsal,
respectivamente
Fonte: ROSSA-FERES; NOMURA (2006, p. 20)
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Figura 7 - Cavidade oral padrdo 2(2)/3(1)
de P. cuvieri
Fonte: ROSSA-FERES; NOMURA (2006, p.24).

A espécie Physalaemus cuvieri constitui bom modelo para avaliacdo da suscetibilidade
de espécies nativas por se tratar de uma espécie abundante e de ampla distribui¢do geografica
no Brasil (SILVA et al., 2013).

Para maiores detalhes sobre a morfologia externa de Physalaemus cuvieri, tanto
individuos adultos, quanto girinos, ver Heyer et al. (1990), paginas 312 e 313. A vocalizagdo

da espécie esta disponivel no site http://vertebrates.si.edu/herps/frogs_boraceia/calls4.htm.

3.5.2 Rhinella icterica (Anura, Bufonidae)

Rhinella icterica (Spix, 1824), também conhecida como sapo cururu ou sapo boi
(FIGURA 8) é uma espécie da familia Bufonidae com ampla distribuigdo, sendo encontrada
em mais de um bioma, ocorrendo em &reas florestadas e também em fisionomias abertas,
desde o sul e sudeste do Brasil até o norte da Argentina e Leste do Paraguai (FIGURA 9)
(SILVANO, 2010).


http://vertebrates.si.edu/herps/frogs_boraceia/calls4.htm
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Figura 8 - Rhinella icterica macho (a esquerda) e fémea (a direita)
Fonte: HERPETO.ORG (2015)
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Figura 9 - Distribuicdo de Rhinella icterica.
Fonte: IUCN, 2014.

Devido sua ampla distribuicéo é listado como pouco preocupante. Esta espécie € muito
comum em areas antropizadas, mas tém habitos florestais (HERPETO.ORG, 2015).
Sdo animais de grande porte, sendo as fémeas bege-pardo claras com padrdo regular

de manchas escuras no dorso e os machos cinza-amarelados. Possuem cristas cefalicas
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pronunciadas, grandes glandulas paratdides e pele com muitas verrugas (HERPETO.ORG,
2015).

A reproducdo se da em riachos e em agua parada, como lagoas e pog¢as. Os machos
vocalizam préximos ou dentro da agua principalmente a noite. A desova se d& de Agosto a
Janeiro, em grandes corddes gelatinosos com milhares de ovos escuros (FIGURA 10). Os
girinos sdo pequenos, livre-nadantes, permanecem em congregacfes e se alimentam de

matéria em suspensdo e na superficie de pedras e plantas submersas (HERPETO.ORG, 2015).
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Figura 10 - Desova de corddo de Rhinella icterica em ambiente
Iéntico.

Fonte: Da autora

Os girinos sdo pequenos e possuem corpo oval em vista dorsal e focinho arredondado
em visdo dorsal. Possuem a coloracéo escura e cavidade oral com padrdo 2(2)/3, assim como
a espécie Rhinella schneideri (FIGURA 11).
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Figura 11 - Cavidade oral padrao 2(2)/3 de
Rhinella schneideri.
Fonte: ROSSA-FERES; NOMURA (2006, p. 22).

4 METODOLOGIA

Este item apresenta as metodologias utilizadas para as analises realizadas no presente
estudo.

4.1 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

Os testes de toxicidade aguda foram realizados de acordo com o Guia Padrdo para
realizacdo de Testes de Toxicidade Aguda da ASTM (2002).

Foram coletadas desovas, pois de acordo com o item 10.2 do guia (p. 9), todos os
organismos submetidos aos testes devem ter tamanhos e idade semelhantes, e no caso dos
anfibios anuros, as larvas jovens devem ser utilizadas sempre que possivel. Embora apenas no
estagio 25 de desenvolvimento as larvas comecem a se alimentar (GOSNER, 1960) e ja
estejam no periodo de serem submetidas aos tratamentos, a orientacdo é de que sejam
alimentadas pelo menos uma vez ao dia antes de iniciar os tratamentos, para que 0S
organismos tenham estrutura para um funcionamento normal.

As desovas foram coletadas e imediatamente levadas ao laboratorio, onde foram
colocadas em bandejas de plastico com capacidade para 16 litros (FIGURA 12), previamente

desinfetadas, contendo 4 litros de agua declorificada (coletadas no Fontanario do Monjolinho)
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cada. Pouca agua de campo foi adicionada as bandejas, para que os girinos eclodissem na
mesma agua em que fossem submetidos aos tratamentos.

Cada bandeja foi areada com compressor de ar de aquéario por 24h/dia, onde as larvas
eclodiram. Ficaram sob tais condi¢cBes até atingirem o estagio 25 de desenvolvimento,
segundo Gosner (1960) (para mais informacGes sobre os estagios de desenvolvimento de
larvas de anfibios anuros consultar o Anexo A). Os girinos foram alimentados com racéo

comercial para peixe (Alcon Basic) quando atingiram o estagio 25 de desenvolvimento.

i." i .‘ v i : ;- .'; ."’-.--":. : _:;.:&-;:.. . J ".
Figura 12 - Disposicédo das desovas de Physalaemus cuvieri (A e B) e de Rhinella
icterica (C e D) nas bandejas em laboratorio.

Fonte: Da autora

Para preparacdo dos experimentos foi realizada uma solu¢cdo mae de 1000 ppm em
concentracdo nominal. Para avaliar a sensibilidade das espécies e definir as concentracdes a
serem utilizadas nos tratamentos foi realizado um teste piloto com cada espécie para
determinar a menor concentracao de glifosato que fosse letal para 100% dos individuos em 48
horas de exposicdo. A menor concentracdo letal apresentada nos testes piloto foi determinada
como concentracdo maxima utilizada nos tratamentos, reduzindo igualmente em cinco até
chegar ao tratamento controle (que foi realizado sem adicdo do agrotoxico). Os experimentos

foram realizados em 48h e 96h.
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Para cada unidade experimental cinco girinos foram aleatoriamente transferidos das
bandejas para potes de vidro contendo 1 litro de agua declorificada + a concentracdo da
solucdo mée em seus respectivos tratamentos (totalizando as cinco diferentes concentragdes,
especificas para cada espécie). Durante o periodo experimental os animais ndo foram
alimentados. A presenca de mortalidade foi registrada diariamente e os animais mortos foram
retirados, registrados e fixados em mistura de 50% Alcool 70% e 50% Formol a 15%. Os
animais que sobreviveram a cada tempo experimental foram fixados em seus respectivos
tempos e tratamentos para analises posteriores. Quatro réplicas foram realizadas para cada
grupo de tratamento e controle.

Todos os materiais utilizados foram limpos de acordo com o guia padrdo da ASTM
(2004), lavados com detergente assim que finalizado cada teste, deixado de molho em agua
sanitéaria (100 ml para cada 1 litro), enxaguado com agua de torneira e enxaguado novamente
com agua destilada por duas vezes, para que 0 mesmo material pudesse ser utilizado para as
duas espécies submetidas aos tratamentos.

A permissdo de coleta, transporte e manutencao temporaria dos animais descritos neste
projeto foi concedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio0), 6rgdo do Ministério do Meio Ambiente (MMA), Autorizacdo 41955-1, de 17 de
Novembro de 2013, e os experimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas (protocolo 23087.006836/2013-
33, de 10 de Setembro de 2013).

4.2.1 Physalaemus cuvieri

Foram coletadas trés desovas de Physalaemus cuvieri (Anura, Leptodactylidae) em
pocgas temporarias no municipio de Pogos de Caldas — MG, no Parque Municipal Antonio
Molinari, no dia 10 de Dezembro de 2013, as 10h40. As desovas foram transportadas em
sacos plastico e diretamente levadas ao laboratério.

Todo experimento foi conduzido em ciclos de luz-escuro de 12/12 horas, temperatura
da agua mantida em 20°C + 2, pH na faixa de 6,0 + 0,8 e OD na faixa de 6,0 mg/l + 1,5. Os

parametros de qualidade da agua (temperatura, pH e OD) foram medidos em cada periodo
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experimental. Foi utilizado o software Vernier (Logger Lite versdo 1.4) para medic¢des de OD
e Temperatura.

Para Physalaemus cuvieri houve renovacdo da agua e seus respectivos tratamentos no
tempo de 72 horas, pois de acordo com Walker (2006) a agua deve ser renovada
constantemente devido a adsor¢do do composto ou a presenca de excrementos que podem
influenciar a resposta dos individuos. As analises de Physalaemus cuvieri foram realizadas
nos tempos de 48h e 96h nos dias 31/12/2013 e 02/01/2014, respectivamente.

4.2.2 Rhinellaicterica

Uma Unica desova de Rhinella icterica (Anura, Bufonidae) foi coletada em poca
permanente no municipio de Pocgos de Caldas — MG, no Recanto Japonés, no dia 22 de
Outubro de 2014, as 12h30. As desovas foram transportadas em sacos plastico e diretamente
levadas ao laboratdrio.

Todo experimento foi conduzido em ciclos de luz-escuro de 12/12 horas, temperatura
da 4gua mantida em 21°C + 0,5, pH na faixa de 6,5 + 0,5 e OD na faixa de 6,0 mg/l £ 0,9. Os
parametros de qualidade da agua (temperatura, pH e OD) foram medidos em cada periodo
experimental. Foi utilizado o programa Logger Lite versdo 1.4 para medicGes de OD e
Temperatura.

Para Rhinella icterica ndo houve renovagdo da agua durante o experimento pois de
acordo com a ASTM (2002) ndo é necessario renovacdo de agua nos testes de toxicidade
aguda. As analises de R. icterica foram realizadas nos tempos de 48h e 96h nos dias
05/11/2014 e 07/11/2014, respectivamente.

4.3 EFEITOS SUBLETAIS

Para avaliacdo dos efeitos subletais foram realizadas analise do comportamento

natatorio e analises morfoldgicas através de anélises estatisticas.
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4.3.1 Analise de comportamento natatdrio

Alteracdes nas respostas comportamentais foram registradas em todos os tempos
experimentais (48h e 96h), agitando a 4gua com um bastdo de vidro suavemente por 5
segundos até formar um redemoinho, e observando por um minuto a atividade de natacdo de
cada organismo em seu respectivo tratamento (DAVID et al., 2012).

As mudancas comportamentais avaliadas foram relacionadas a natacdo dos girinos.
Foram analisados o nado normal, quando o animal nadava normalmente e ativamente contra a
corrente criada, e o nado afetado, quando o animal nadava um pouco contra a corrente e se
deixava levar por ela por tempo superior ao do nado, nadava com o corpo na lateral ou fora do
padrdo e quando havia paralisia na natacdo e o animal se deixava levar por completo contra a

corrente criada.

4.3.2 Analises morfologicas

Tanto as andlises de medidas quando as analises de anormalidades foram realizadas
com 0s animais fixados que sobreviveram aos tratamentos nos tempos de 48h e 96h. N&o
foram realizadas anélises de anormalidades nos animais mortos.

Para avaliacdo de malformacdes foi utilizada lupa LEICA S8APO, onde foram
realizadas as imagens em camera de video digital LEICA DFC295, e foram avaliadas a
posicdo caudal (corpo), a condicdo do intestino (quando visivel) e a cavidade oral.

Para avaliacdo de comprimento dos girinos foi utilizado papel milimetrado (Imm x
1mm) abaixo da placa de petri, devido ao pequeno tamanho dos animais e a dificuldade de
utilizar paquimetro digital nestas condicfes. Para pesagem foi utilizada balanca digital
modelo AY220 com precisdo de 0,0001g. O excesso de agua dos girinos foi retirado com
papel antes da pesagem.

Todos os individuos que sobreviveram aos tratamentos foram fixados em solucéo de
50% alcool 70% e 50% formol 15%, para facilitar o manuseio dos girinos nas analises

morfologicas.
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4.3.3 Analises Estatisticas

Os valores de LC50 para 48h e 96h de exposicdo foram calculados utilizando o
software Trimmed Spearman-Kaber Method, versdo 1.5 (TSK, 1991).

Para andlise dos dados foram utilizados modelos lineares generalizados (GLM)
ajustados a distribuicdo adequada dos dados. Todas as analises foram realizadas utilizando o
software R 3.11 (R CORE TEAM, 2014).
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5 RESULTADOS

Neste item serdo apresentados os resultados obtidos nos testes de toxicidade e nas
anélises comportamentais e morfoldgicas dos girinos de Physalaemus cuvieri e Rhinella

icterica.

5.1 TESTE DE TOXICIDADE

Foram realizados testes de toxicidade agura em girinos de Physalaemus cuvieri e

Rhinella icterica:

5.1.1 Physalaemus cuvieri

O projeto piloto realizado para avaliar a sensibilidade de Physalaemus cuvieri foi
realizado nos dias 25 e 26 de Dezembro de 2013, com 4 réplicas contendo 5 girinos em cada
(totalizando 20 girinos/concentracdo), e a menor concentracdo letal para todos os individuos
em 48 horas de exposicao foi de 16,0 mg/L de solu¢do mde. A concentracdo foi reduzida até
chegar ao controle, e assim os girinos foram submetidos a 5 diferentes concentracbes +
controle, sendo assim as concentracdes utilizadas foram 3,19 mg/L, 6,36 mg/L, 9,51 mg/L,
12,64 m g/L e 15,75 mg/L (C1, C2, C3, C4 e C5, respectivamente).

Para o controle, seguido das 5 concentragdes, no tempo de 48 horas a mortalidade foi
de 0, 1, 6, 20, 20 e 20 individuos (totalizando 0%, 5%, 30%, 100%, 100% e 100%,
respectivamente) e no tempo de 96 horas a mortalidade foi de 0, 1, 5, 17, 20 e 20 individuos
(totalizando 0%, 10%, 25%, 85%, 100% e 100%, respectivamente), conforme mostra 0
Gréfico 1.
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Gréfico 1 - Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri nos tempos
de 48 e 96 horas.
Fonte: Da autora

Em 48h todos os individuos de C3 ja haviam morrido, enquanto sobreviveram 3
individuos na mesma concentracdo em 96h, alcancando a mortalidade 100% somente em C4.

A LC50 calculada para o tempo de 48 horas foi de 6,61 mg/L (5,81 mg/L a 7,53 mg/L)
e de 7,12 mg/L (6,21 mg/L a 8,16 mg/L) para o tempo de 96 horas (GRAFICO 2).
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Gréfico 2 - LC50 e niveis de varia¢do (p<0.05) de Physalaemus
cuvieri nos tempos de 48 e 96 horas.
Fonte: Da autora
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5.1.2 Rhinella icterica

O projeto piloto realizado para avaliar a sensibilidade de Rhinella icterica foi realizado
nos dias 03 e 04 de Novembro de 2014, com 4 réplicas contendo 5 girinos em cada
(totalizando 20 girinos/concentracdo), e a menor concentracdo letal para todos os individuos
em 48 horas de exposicdo foi de 24,39 mg/L de solucdo mée. A concentracao foi reduzida até
chegar ao controle, e assim os girinos foram submetidos a 5 diferentes concentracdes +
controle, sendo assim as concentragdes utilizadas foram 4,97 mg/L, 9,90 mg/L, 14,78 mg/L,
19,61 m g/L e 24,39 mg/L (C1, C2, C3, C4 e C5, respectivamente).

Para o controle, seguido das 5 concentracdes, no tempo de 48 horas a mortalidade foi
de 0, 0, 0, 9, 19 e 20 individuos (totalizando 0%, 0%, 0%, 45%, 95% e 100%,
respectivamente) e no tempo de 96 horas a mortalidade foi de 0, 0, 5, 17, 20 e 20 individuos
(totalizando 0%, 0%, 25%, 85%, 100%, 100%, respectivamente), conforme mostra o Gréafico
3.
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Gréfico 3 - Mortalidade de girinos de Rhinella icterica nos tempos de
48 e 96 horas.
Fonte: Da autora

A mortalidade no tempo amostral de 48h iniciou em C3 e atingiu 100% em C4,
enguanto no tempo amostral de 96h mais de 20% dos individuos ja haviam morrido em C2,
atingindo 100% em C4.
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A LC50 calculada para o tempo de 48 horas foi de 14,78 mg/L (13,65 mg/L a 16,01
mg/L) e de 11,11 mg/L (9,97mg/L a 12,68mg/L) para o tempo de 96 horas (GRAFICO 4).
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Gréfico 4 - LC50 e niveis de variacdo (p<0.05) de Rhinella icterica
nos tempos de 48 e 96 horas.
Fonte: Da autora

5.1.3 Physalaemus cuvieri x Rhinella icterica

O Gréfico 5 ilustra a LC50 e niveis de variacdo (p<0.05) de Physalaemus cuvieri e
Rhinella icterica nos tempos amostrais de 48h e 96h para tragar um comparativo entre as

espéecies amostradas.
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Gréfico 5 - LC50 em 48h e 96h de Rhinella icterica (a
esquerda) comparada a LC50 de Physalaemus
cuvieri nos mesmos tempos amostrais (a dir.).

Fonte: Da autora
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5.2 ANALISE DE COMPORTAMENTO NATATORIO

Assim como as avaliacBes toxicologicas, as analises comportamentais foram
realizadas em 48 e 96 horas. Para avaliacbes de comportamento foram registrados quantos
individuos, dos que permaneceram vivos, apresentaram nado normal e nado afetado (hado

cansado, nado torcido ou imobilidade no nado).

5.2.1 Physalaemus cuvieri

Pode-se perceber que houve uma reducdo na frequéncia de nado normal em relacdo ao
Controle conforme as concentracGes aumentavam nos dois tempos amostrais. No tempo de
48h, 80% dos individuos do Controle apresentaram comportamento de nado normal, porém
em C2 (maior concentracdo onde permaneceram girinos vivos para analises de
comportamento), apenas 43% dos individuos apresentaram comportamento de nado normal.

Em 96h, apenas 10% dos individuos do Controle apresentaram nado afetado, enquanto
87% dos individuos apresentaram comportamento afetado em C2. Em C3 sobreviveram
apenas 3 individuos, e 2 deles apresentaram comportamento afetado e 1 apresentou
comportamento normal.

Os Gréaficos 6 e 7 ilustram a frequéncia do comportamento dos girinos de
Physalaemus cuvieri nos tempos de 48h e 96h, respectivamente, nas concentragdes de
Roundup Original® onde houve sobreviventes para analise. A barra nas colunas significa a

variancia de erro padrdo a 5%, para mais e para menos.



100%

80%

——
e

60%

ONormal
B Afetado

40%

20%

0%

Controle C1 C2

Gréfico 6 - Frequéncia de comportamento Normal e Afetado de

Fonte:

Physalaemus cuvieri nas concentracGes de Roundup
Original® e Controle no tempo de 48 horas. N&o
houve avaliacdo em C3, C4 e C5, pois todos os
individuos j& haviam morrido no teste de toxicidade
aguda.
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Gréfico 7 - Frequéncia de comportamento Normal e Afetado de

Physalaemus cuvieri nas concentra¢es de Roundup
Original® e Controle no tempo de 96 horas. N&o
houve avaliagdio em C4 e C5, pois todos os
individuos j& haviam morrido no teste de toxicidade
aguda.

Fonte: Da autora
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O Gréfico 8 ilustra as comparacdes entre os diferentes tempos amostrais para o

comportamento natatorio afetado. Observa-se que ha uma reducdo na frequéncia de

comportamento normal e um aumento do comportamento afetado em ambos os tempos até

C2. A barra nas colunas significa a variancia de erro padréo a 5%, para mais e para menos.
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Grafico 8 - Frequéncia de girinos de Physalaemus cuvieri

que apresentaram comportamento afetado nas
concentragbes de Roundup Original® e
Controle nos tempos de 48h e 96h. Nao foram
realizadas avaliagdes em C4 e C5, pois todos
os individuos ja haviam morrido no teste de
toxicidade aguda.

Fonte: Da autora

N&o houve diferenca significativa em relacdo ao comportamento afetado e 0 aumento

da concentracdo no tempo de 48 horas (p=0.2935 e F= 1.2527). Em 96 horas houve uma

diferenca significativa em relacdo ao nado erratico e as concentracBes (p< 0.00le X2=

83.335), onde C1 e C2 se mostraram iguais estatisticamente, diferindo de C3 e Controle, que

se mostraram iguais entre si (GRAFICO 9).
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Gréafico 9 - Relacdo de Comportamento

Afetado (média de
frequéncia) em relacdo aos
Tratamentos de Physalaemus
cuvieri no tempo amostral de
96h.

Fonte: Da autora

5.2.2 Rhinella icterica

57

Na andlise de comportamento natatério de Rhinella icterica os individuos de C1

apresentaram maior frequéncia de comportamento de nado normal em relacdo ao Controle,

sem adicdo do agroquimico e houve maior incidéncia de comportamento normal em C2 do

que em C1 em 48h. Porém, neste tempo amostral, os individuos de C3 apresentaram maior

frequéncia de alteracdo comportamental em relacdo a C2. Em 96 horas houve uma reducdo na

frequéncia de comportamento normal em C2 em relacdo a C1.

Os Gréficos 10 e 11 ilustram a resposta comportamental dos girinos de Rhinella

icterica nos tempos de 48h e 96h, respectivamente, nas concentragdes de Roundup Original®

e Controle. A barra nas colunas significa a variancia de erro padrdo a 5%, para mais e para

menos.
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Gréafico 10 - Frequéncia de comportamento Normal e Afetado de
Rhinella icterica nas concentracbes de Roundup
Original® e Controle em 48 horas.

Fonte: Da autora
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Grafico 11 - Frequéncia de comportamento Normal e Afetado de
Rhinella icterica nas concentracbes de Roundup
Original® e Controle em 96 horas.
Fonte: Da autora

N&o houve avaliacdo em C4 e C5, pois todos os individuos j& haviam morrido no teste
de toxicidade aguda. N&o foi observada uma relacéo linear para os comportamentos normais e
afetados nos tempos de 48h e 96h em relagdo ao aumento das concentragdes, conforme

esperado, porém observou-se um aumento na frequéncia de comportamento afetado nas
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maiores concentracdes em ambos 0s tempos amostrais. A barra nas colunas significa a

variancia de erro padrdo a 5%, para mais e para menos (GRAFICO 12).
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Gréfico 12 - Porcentagem de girinos de Rhinella icterica que
apresentaram  comportamento  afetado  nas
concentragdes de Roundup Original® e Controle
em 48h e 96. Ndo foram realizadas avaliacGes em
C5, pois todos os individuos ja haviam morrido no
teste de toxicidade aguda em ambos 0s tempos
amostrais.

Fonte: Da autora

Para Rhinella icterica houve diferenca significativa em relacdo ao comportamento
afetado e 0 aumento da concentracdo no tempo de 48 horas (p=0.01423 e X2= 92.92). Em 96
horas ndo houve diferenca significativa entre o comportamento afetado e os tratamentos
(p=0.2208 e F=1,5511). Apenas C1 se mostrou diferente significativamente, e Controle, C2,
C3 e C4 se mostraram iguais estatisticamente (GRAFICO 13).
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Grafico 13 - Relacdo de Comportamento Afetado
(média de frequéncia) em relagdo
aos Tratamentos de Rhinella icterica

no tempo amostral de 48h.
Fonte: Da autora

5.2.3 Physalaemus cuvieri x Rhinella icterica

Physalaemus cuvieri apresentou diferenca significativa em relacdo ao comportamento
afetado e o aumento da concentracdo no tempo de 96 horas, enquanto Rhinella icterica
apresentou tal diferenca significativa no tempo de 48 horas. Com os resultados obtidos néo foi

possivel tracar uma relacdo das alteracGes comportamentais entre as especies.

5.3 ANALISES MORFOLOGICAS

Foram avaliados os girinos sobreviventes aos tratamentos, pois a inser¢do caudal
alterada e/ou cauda torta podem alterar a mobilidade do animal e com isso deixa-lo suscetivel
ao ambiente em que estd inserido; a cavidade oral quando alterada pode prejudicar a
alimentacdo dos girinos e com isso afetar a sua capacidade de sobrevivéncia. De acordo com
Bahia (2007), o intestino de girinos herbivoros e onivoros apresentam longos comprimentos,
dispostos em dupla espiral ocupando a maior parte da cavidade visceral, e a malformacéo
desse oOrgdo pode comprometer o desenvolvimento adequado dos animais. Todos 0s

individuos submetidos as analises morfologicas foram medidos e pesados.
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5.3.1 Physalaemus cuvieri

A Figura 13 ilustra o padrao considerado normal de girinos de Physalaemus cuvieri

em relagédo ao corpo e posicao caudal.

Figura 13 - Corpo e insercdo caudal em visdo dorsal (A) e ventral (B) de
girino de Physalaemus cuvieri do tratamento controle
considerado normal (padrdo) para analise comparativa dos
outros individuos

Fonte: Da autora

A Figura 14 ilustra o intestino considerado padrdo de P. cuvieri, enquanto a Figura 15
ilustra a cavidade oral em perfeito estado.



Figura 14 - Intestino de girino de
Physalaemus  cuvieri
do tratamento controle
considerado normal
(padrdo) para anélise
comparativa dos outros
individuos

Fonte: Da autora

Figura 15 - Cavidade oral de girino de

Physalaemus cuvieri
(padrdo  2(2)/3(1)) do
tratamento controle
considerado normal

(padrdo) para analise
comparativa dos outros
individuos

Fonte: Da autora
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Physalaemus cuvieri apresentou uma pequena diferenca na frequéncia de individuos
que sofreram alteracGes morfoldgicas entre o Controle e C1 no tempo de 48h, sendo que 70%
dos individuos do Controle foram considerados dentro do padrdo normal e 64% dos
individuos de C1 foram considerados normais. Houve uma reducdo para 57% dos individuos
considerados normais em C2. A barra nas colunas significa a variancia de erro padréo a 5%,

para mais e para menos (GRAFICO 14).
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Gréafico 14 - Resposta dos individuos de Physalaemus cuvieri
nas analises morfolégicas no tempo de 48h,
apresentando alguma malformacdo (afetado) ou
ndo (normal). N&o foram realizadas analises
morfoldgicas nas concentracdes a partir de C3
pois todos os individuos ja haviam morrido no
experimento de toxicidade aguda.

Fonte: Da autora

Nas avaliacdes no tempo amostral de 48 horas, em relacdo a cavidade oral, 67%,
100% e 67% dos individuos do Controle, C1 e C2, respectivamente, apresentaram
malformacdes. Apenas os individuos do Controle apresentaram intestino fora do padréo
considerado normal, totalizando 17% e apenas os individuos de C2 apresentaram corpo com
insercdo caudal fora de padréo, totalizando 17%. A Unica alteracdo em conjunto apresentada
neste tempo amostral foi observada no intestino + inser¢do caudal, no Controle e C2, ambos
com 16% de frequéncia. A barra nas colunas significa a variancia de erro padrdo a 5%, para
mais e para menos (GRAFICO 15).
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Gréfico 15 - Tipos de malformacGes apresentadas pelos

individuos em 48h de exposicdo ao
Roundup Original® e suas respectivas
frequéncias nas concentraces C1l e C2 e
Controle. N&o foram realizadas analises
morfol6gicas nas concentracdes a partir de
C2 pois todos os individuos ja haviam
morrido no experimento de toxicidade
aguda.

Fonte: Da autora

N&o houve diferenca estatistica significativa entre ao aumento das concentragdes de
Roundup Original® em relacdo as analises morfoldgicas de cavidade oral, insercdo caudal e
posicdo do intestino realizada no tempo de 48 horas (insercdo caudal (p=0.3147 e F= 1.18),
posicdo intestinal (p= 0.1381 F= 2.0505) e cavidade oral (p=0,9139 e F=0.9139)).

Também ndo houve diferenca estatistica significativa do peso dos individuos em
relagdo a concentracéo (p=0.07898 e F= 2.6551) em 48h, porém a diferenca foi significativa

para o tamanho dos individuos (p= 0.04786 e F= 3.2074), onde o Controle se mostrou

diferente de C1 e C2, que sdo estatisticamente iguais (GRAFICO 16)
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Gréafico 16 - Relacdo do Comprimento dos
individuos de  Physalaemus
cuvieri em relacio  aos
tratamentos no tempo amostral de
48h.

Fonte: da autora

Em 96h a porcentagem de individuos que ndo apresentaram alterac6es morfoldgicas
reduziu a 0% na maior concentracdo analisada (C3), sendo 50%, 50%, 13% e 0% em
Controle, C1, C2 e C3, respectivamente (GRAFICO 17). N&o houve diferenca de frequéncia
entre o Controle e C1, sendo que metade dos individuos de ambos os tratamentos
apresentaram alguma ma formacdo e outra metade ndo. A barra nas colunas significa a

variancia de erro padrdo a 5%, para mais e para menos.
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Gréafico 17 - Resposta dos individuos de Physalaemus cuvieri nas
analises morfoldgicas no tempo amostral de 96h,
apresentando alguma malformacao (afetado) ou nao
(normal). N&o foram realizadas anélises morfoldgicas
nas concentracdes a partir de C3 pois todos os
individuos ja haviam morrido no experimento de
toxicidade aguda.

Fonte: Da autora

As avaliacGes de malformacdes no tempo amostral de 96 horas apresentaram maior
frequéncia de interacdo entre os fatores avaliados do que apresentado em 48h, onde houve
interacdo apenas da alteracdo morfol6gica da posicdo caudal + intestino fora de padréo.
Observou-se que, assim como em 48h, houve uma incidéncia maior na alteracdo morfolégica
da cavidade oral dos girinos de P. cuvieri, onde 50%, 34%, 39% e 34% dos individuos do
Controle, C1, C2 e C3, respectivamente, apresentaram malformacbes na cavidade oral.
Apenas os individuos de C3 ndo apresentaram intestino fora do padrdo considerado normal
(GRAFICO 18).
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Gréafico 18 - Tipos de malformacdes e interacOes apresentadas pelos individuos em 96h
de exposicdo ao Roundup Original® e suas respectivas frequéncias nas
concentragdes C1, C2, C3 e Controle. Ndo foram realizadas andlises
morfolégicas nas concentracfes a partir de C3 pois todos os individuos ja
haviam morrido no experimento de toxicidade aguda.

Fonte: Da autora

No tempo amostral de 96 horas ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos e malformacéo na insercao caudal (p=0.2921e X?2=70.466) e na posi¢éo intestinal
(p= 0.693 X2=83.852). Poréem houve diferenca significativa em relacdo aos tratamentos e a
cavidade oral (p<0.01 e X2= 83.73), sendo que C3 se mostrou diferente estatisticamente do
que Controle, C1 e C2, que s&o iguais (GRAFICO 19)
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Gréafico 19 - Relacdo de malformacdo da cavidade
oral de Pysalaemus cuvieri em
relacdo aos tratamentos em 96 horas.

Fonte: Da autora

Para Physalaemus cuvieri em 96 horas houve diferenca significativa tanto no peso
guanto no comprimento dos individuos, sendo C3 se mostrou estatisticamente diferente de
Controle, C1 e C2 em ambas variaveis (GRAFICO 20)
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Gréfico 20 - Relacdo de Peso e Comprimento de girinos de Physalaemus cuvier em relacdo
aos Tratamentos em 96 horas.

Fonte: Da autora

As figuras a seguir mostram exemplos de malformacdes detectadas em relagdo ao
formato do corpo e insercdo caudal (FIGURA 16) e cavidade oral, cujos denticulos estavam

ausentes ou a mandibula sem completa formacéo (FIGURA 17).
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Figura 16 — P. cuvieri considerados fora de padrdo em relacéo ao corpo:
A) Corpo em posicdo dorsal de girino de P. cuvieri
considerada fora do padréo;

B) Insercdo caudal, intestino e cavidade oral em posigdo
ventral considerada fora do padréo;

C) Insercgéo caudal considerada fora do padréo (seta);

D) Intestino e Insercdo caudal (seta) considerados fora do
padréo.

Fonte: Da autora

Figura 17 - P. cuvieri considerados fora de padrdo em relacdo a
cavidade oral:
A) Cavidade oral de Physalaemus cuvieri com
denticulos falhos ou ausentes;
B) Cavidade oral com ma formacdo da mandibula
superior.
Fonte: Da autora
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Nos girinos considerados com malformagdo no intestino, foi observada a

proeminéncia do figado e espiral mal formada (FIGURA 18).

-

Figura 18 - Intestinos de girinos de Physalaemus
cuvieri com padrdes alterados da dupla
espiral, considerados ndo padrédo e
proeminéncia do figado (setas).

Fotos: Da autora

Foi observado também o que o intestino dos girinos de Physalaemus cuvieri,
principalmente daqueles submetidos as maiores concentragdes, ficou completamente vazio ou
com aparéncia esbranquicada (Figura 19B), o que pode ter alguma relacdo com o efeito
produzido pelo agrotéxico. Néo foi analisada a frequéncia com que isso ocorreu.

Mesmo ndo sendo realizadas andlises morfoldgicas em animais mortos nos
experimentos de toxicidade, pode-se observar que as caracteristicas dos girinos mortos foram:

a) alteracdo na coloragdo do animal e b) extrusdo intestinal, conforme mostra a Figura 19.
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Figura 19 - Girinos de Physalaemus cuvieri mortos no experimento de toxicidade
aguda com intestino esbranquicado, Extruséo intestinal de girinos e
esbranquicamento dos mesmos.
Fonte: Da autora

5.3.2 Rhinella icterica

N&do foi possivel analisar a posicdo intestinal de Rhinella icterica devido a sua
coloracdo escura, que ndo permitiu a visualizacdo de sua condi¢do. As Figuras a seguir
ilustram o padréo considerado normal de girinos de Rhinella icterica em relagdo ao corpo e
posicdo caudal (FIGURA 20) e em relacdo a cavidade oral (FIGURA 21).

Figura 20 - Corpo e insercdo caudal em visdo dorsal de girino de Rhinella icterica
considerado normal (padrdo) para analise comparativa dos outros
individuos

Fonte: Da autora
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Figura 21 - Cavidade oral de girino de
Rhinella icterica (padréo
2(2)/3) considerado normal

(padréo) para andlise
comparativa  dos  outros
individuos.

Fonte: Da autora

Rhinella icterica ndo apresentou um frequéncia crescente de malformacdes em relacao
ao aumento das concentracdes no tempo de 48h. A frequéncia de individuos que apresentaram
alguma alteracdo morfoldgica foi de 35%, 70%, 55% e 55% em Controle, C1, C2 e C3,
respectivamente. Porém houve uma incidéncia de individuos com malformacbes ap6s o
Controle. A barra nas colunas representa a variacdo do erro padrdo a 5% para mais e para
menos (GRAFICO 21).
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Gréfico 21 - Resposta dos individuos de Rhinella icterica no tempo
de 48h a presenca ou auséncia de alteracGes
morfoldgicas. Nado foram realizadas analises a partir
de C3 pois todos os individuos j& haviam morrido no
experimento de toxicidade aguda.

Fomte: Da autora

Nas avaliacdes no tempo amostral de 48 horas de Rhinella icterica houve uma
predominancia de malformacéo da cavidade oral, sendo que C1 apresentou maior frequéncia,
em 92% dos individuos analisados, enquanto 57% dos individuos do Controle, 81% dos
individuos de C2 e 17% dos individuos de C3 apresentaram malformacéo na cavidade oral
(GRAFICO 22).
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Gréfico 22 - Frequéncia das malformacdes de cavidade oral,
insercdo caudal (corpo) e interacdo entre as
ocorréncias em individuos de R. icterica
analisados no tempo de 48h.

Fonte: Da autora
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Houve diferenca significativa entre as alteracbes morfologicas de inser¢do caudal
(corpo) (p=0.037 e F=2.6592) e da cavidade oral (p<0,01 e X2= 100.35) em relacdo aos
tratamentos no tempo de 48h. Para malformaces da cavidade oral, C1 se mostrou diferente
dos outros tratamentos, que se mostraram iguais. Analises de malformacdo o corpo
apresentaram que C3 se diferiu das demais, que também foram iguais estatisticamente
(GRAFICO 23).
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Gréfico 23 - Relacdo de malformacdo da cavidade oral e da insercdo caudal (corpo) de
Rhinella icterica em relacdo aos tratamentos no tempo amostral de 48 horas.
Fonte: Da autora

Houve diferenca significativa do Comprimento de Rhinella icterica em 48h em
relacdo aos tratamentos, onde Controle, C1 e C2 foram iguais, porém diferente de C3, que foi
diferente de C4. O mesmo aconteceu com o peso dos individuos analisados (GRAFICO 24)
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Gréafico 24 - Resposta estatistica no comprimento e peso de Rhinella icterica para Controle e
as concentragdes C1, C2, C3 e C4 no tempo amostral de 48 horas.
Fonte: Da autora

No tempo amostral de 96 horas a frequéncia de malformacdes foi a mesma no
Controle e em C1, totalizando 45% dos individuos, reduzindo para 33% em C2 e chegando a
100% em C3, ndo apresentando um padrdo em relacdo ao aumento das concentracdes, assim

como em 48h (GRAFICO 25).
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Gréafico 25 - Resposta dos individuos de Rhinella icterica as analises
morfoldgicas no tempo de 96h. Ndo foram realizadas
analises em C4 e C5 pois todos os individuos ja haviam
morrido no experimento de toxicidade aguda.
Fonte: Da autora
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Porém, assim como em 48h, no tempo amostral de 96 horas houve predominancia na
malformacdo de cavidade oral, sendo que dos individuos que apresentaram malfomacGes no
Controle, C1, C2 e C3, 78%, 89%, 80% e 67%, respectivamente, foram na cavidade oral.
Houve malformacdo na posicéo caudal a partir de C1 e a interacdo dos fatores foi observada
no Controle e em C2 (GRAFICO 26).
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Gréfico 26 - Frequéncia das malformac@es de cavidade oral, insercédo
da cauda e interacdo entre as ocorréncias em individuos
de R. icterica analisados no tempo de 96h.

Fonte: Da autora

N&o houve diferenca estatistica significativa para malformacbes da cavidade oral e
insecdo caudal em relacdo aos tratamentos para Rhinella icterica no tempo de 96h.

Houve diferenca significativa entre o Comprimento de Rhinella icterica e o0s
tratamentos no tempo amostral de 96h, onde Controle e C1 e C2, iguais estatisticamente, se
diferiram de C2, que se diferiu de C3. O mesmo ocorreu com 0 Peso dos girinos em 96h
(GRAFICO 27).



77

14 - 5
= E
450 0.03 - a
b h
10 T a
- T
£ J_ I
£ o8 o 002
o b
o
< 2 T
g 061 o
8 I
0.4 0.01 1
C
02 1 I c
0.00 : T . .

0.0 T T T T
Controle c1 Cc2 C3 Controle C1

c2 C3
Gréafico 27 - Resposta estatistica no comprimento e peso de Rhinella icterica para Controle e
as concentragdes C1, C2, C3 e C4 no tempo amostral de 96 horas.

Fonte: Da autora

As figuras a seguir mostram exemplos de malformacdes detectadas em relacdo ao
formato do corpo e insercdo caudal (FIGURA 22) e cavidade oral, cujos denticulos estavam

ausentes ou a mandibula sem completa formacdo (FIGURA 23).
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Figura 22 - Girino de Rhinella icterica em posicdo dorsal considerado
com o corpo fora do padrdo em analise comparativa com
outros individuos considerados padrao.

Fonte: ALMEIDA (2014).
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Figura 23: Cavidade oral de girinos de Rhinella icterica com
denticulos ausentes e falhos.
Fonte: Da autora

O padrédo de malformacéo detectado em relacdo a cavidade oral em sua grande maioria

foi a auséncia dos denticulos na regido superior da boca, em ambos os tempos amostrais.

5.3.3 Physalaemus cuvieri x Rhinella icterica

Tanto Physalameus cuvieri quanto Rhinella icterica apresentaram diferencas
estatisticas entre os tratamentos na variavel “Comprimento” em ambos os tempos amostrais,
onde as maiores concentracdes se diferiram ou se igualaram as antecedentes estatisticamente.
A variavel “Peso” foi diferente significativamente nas duas espécies no tempo amostral de 96
horas, sendo que a maior concentracdo analisada se mostrou diferente das demais.

N&o houve uma relacdo semelhante entre as respostas das espécies em relacdo aos
tipos de malformacBes morfologicas. Em 96 horas, P. cuvieri apresentou um resultado
significativo para a malformacéo da cavidade oral, onde C3 foi estatisticamente diferente dos
demais tratamentos, porém R. icterica ndo apresentou resultados com diferencas significativas
em relacdo a cavidade oral, mas apresentou um resultado significativo para a malformacao da
insercdo caudal no tempo amostral de 48h, onde C3 foi estatisticamente diferente dos demais

tratamentos.
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Este tdpico apresenta a discussao baseada nos resultados apresentados e nos resultados
apresentados por outros autores.

6.1 TESTES DE TOXICIDADE

Diversos trabalhos ja foram realizados com testes de toxicidade aguda em organismos

vivos devido a importancia de se conhecer os efeitos dos compostos quimicos em um

contexto ecoldgico. A Tabela 1 sintetiza alguns resultados apresentados para diferentes

organismos, principios ativos e tempos amostrais, de diversos autores.

Tabela 1 - Alguns testes de toxicidade aguda realizados por diferentes autores, formulacGes de

glifosato ou surfactante isolado e diferentes tempos em diferentes espécies de

anfibios anuros(*) e organismos aquaticos.

(Continua)
Principio Valor de Valor de LC50
Espécie Produto ativo LC50 AE** Tempo Autor

Physalaemus cuvieri*

(presente estudo) Roundup Original® | Glifosato | 6,61 mg/L 2,37 mg/L (AE) 48h | Almeida (2014)
Roundup Original® | Glifosato | 7,12 mg/L 2,56 mg/L (AE) 96h | Almeida (2014)

Rhinella icterica*

(presente estudo) Roundup Original® | Glifosato | 14,78 mg/L 5,32 mg/L (AE) 48h | Almeida (2014)
Roundup Original® | Glifosato | 11,11 mg/L 3,99 mg/L (AE) 96h | Almeida (2014)

Litoria moorei* Roundup Original® | Glifosato | 8,1 mg/L 2,9 mg/L(AE) 48h | Mann & Bidwell (1999)
Roundup Biactive® | Glifosato | 911 mg/L 328 mg/L (AE) 48h | Mann & Bidwell (1999)

Crinia insignifera* Touchdown® Glifosato | 27,3 mg/L 9,0 mg/L (AE) 48h | Mann & Bidwell (1999)
Roundup Original® | Glifosato | 10 mg/L 3,6 mg/L (AE) 48h | Mann & Bidwell (1999)
Roundup Biactive® | Glifosato | >1,1372 mg/L | >494 mg/L (AE) 48h | Mann & Bidwell (1999)

Heleioporus eyrei* Touchdown® Glifosato | 48,7 mg/L 16,1 mg/L (AE) 48h | Mann & Bidwell (1999)
Roundup Original® | Glifosato | 17,5 mg/L 6,3 mg/L (AE) 48h | Mann & Bidwell (1999)
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Tabela 1 - Alguns testes de toxicidade aguda realizados por diferentes autores, formulacdes de

glifosato ou surfactante isolado e diferentes tempos em diferentes espécies de

anfibios anuros(*) e organismos aquaticos.

(Continuag&o)

Principio Valor de Valor de LC50
Espécie Produto ativo LC50 AE** Tempo Autor

Limnodynastes

dorsalis* Roundup Oroginal® | Glifosato | 8,3 mg/L 3,0 mg/L (AE) 48h | Mann & Bidwell (1999)
Touchdown® Glifosato | 36,2 mg/L 12,0 mg/L (AE) 48h | Mann & Bidwell (1999)
Roundup Biactive® | Glifosato | >1,111 mg/L >400 mg/L (AE) 48h | Mann & Bidwell (1999)

Scinax nasicus* Glyfos® Glifosato | 3,62 mg/L 48h | Lajmanovich et al. (2003)
Glyfos® Glifosato | 2,64 mg/L 96h | Lajmanovich et al. (2003)

Rana pipiens* Roundup Original® | Glifosato | 11,9 mg/L 3,7 mg/L (AE) 24h | Howe et al. (2004)
Roundup Original® | Glifosato | 9,2 mg/L 2,9 mg/L(AE) 96h | Howe et al. (2004)

Rana sylvatica* Roundup Original® | Glifosato | 18,1 mg/L 5,6 mg/L (AE) 24h | Howe et al. (2004)
Roundup Original® | Glifosato | 16,5 mg/L 5,1 mg/L (AE) 96h | Howe et al. (2004)

Bufo americanos* Roundup Original® | Glifosato | 13,5 mg/L 4,2 mg/L (AE) 24h | Howe et al. (2004)

Rana clamitans* Roundup Original® | Glifosato | 6,6 mg/L 2,0 mg/L (AE) 24h | Howe et al. (2004)
Roundup Original® | Glifosato | 6,5 mg/L 2,0 mg/L (AE) 96h | Howe et al. (2004)
POEA - 1,1 mg/L 2,4 mg/L (AE) 24h | Howe et al. (2004)
POEA - 1,1 mg/L 2,2 mg/L (AE) 96h | Howe et al. (2004)
Glyfos® Glifosato | 29,1 mg/L 9,0 mg/L (AE) 24h | Howe et al. (2004)
Glyfos® Glifosato | 28,6 mg/L 8,9 mg/L (AE) 96h | Howe et al. (2004)
Roundup Transorb® | Glifosato | 7,4 mg/L 2,3 mg/L (AE) 24h | Howe et al. (2004)
Roundup Transorb® | Glifosato | 7,2 mg/L 2,2 mg/L (AE) 96h | Howe et al. (2004)

Selenastrum

capricornutm Roundup® Glifosato | - 5,81 mg/L (AE) 96h | Tsui e Chu (2003)

(microalga) POEA - - 3,92 mg/L (AE) 96h | Tsui e Chu (2003)

Skelotonema costatum | Roundup® Glifosato | - 1,85 mg/L (AE) 96h | Tsui e Chu (2003)
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Tabela 1 - Alguns testes de toxicidade aguda realizados por diferentes autores, formulacdes de
glifosato ou surfactante isolado e diferentes tempos em diferentes espécies de

anfibios anuros(*) e organismos aquaticos.

(Conclusdo)

Principio Valor de Valor de LC50
Espécie Produto ativo LC50 AE** Tempo Autor
(microalga) POEA - - 3,35 mg/L (AE) 96h | Tsui e Chu (2003)
Euplotes vannus Roundup® Glifosato | - 23,5 mg/L (AE) 48h | Tsui e Chu (2003)
(protozoério) POEA - - 5,0 mg/L (AE) 48h | Tsui e Chu (2003)
Ceriodaphnia dibia Roundup® Glifosato | - 5,39 mg/L (AE) 48h | Tsui e Chu (2003)
(crustéaceo) POEA - - 1,15 mg/L (AE) 48h | Tsui e Chu (2003)
Acartia tonsa Roundup® Glifosato | - 1,77 mg/L (AE) 48h | Tsui e Chu (2003)
(crustaceo) POEA 0,57 mg/L (AE) 48h | Tsui e Chu (2003)

** AE = Equivalente acido — valor de LC50 da porcentagem de principio ativo presente no composto quimico

Fonte: Da autora

No presente estudo Physalaemus cuvieri se apresentou mais sensivel ao Roundup
Original® do que Rhinella icterica, assim como em relagdo as espécies de anfibios Litoria
moorei, Crinia insignifera, Heleioporus eyrei e Limnodynastes dorsalis, (MANN;
BIDWELL, 1999) em 48h, Rana pipiens, R. sylvatica e Bufo americanus em 96h, e menos
sensivel apenas do que R. clamitans, também no tempo amostral de 96h (HOWE et al., 2004).
J& Rhinella icterica se mostrou menos sensivel do que Litoria moorei e Crinia insignifera em
48 horas e mais sensivel do que Heleioporus eyrei e Rana sylvatica.

Em relacdo a outros organismos avaliados por Tsui e Chu (2003), tanto Physalaemus
cuvieri quanto Rhinella icterica se mostraram mais sensiveis ao Roundup® do que a
microalga Selenastrum capricornutum, o protozoario Euplotes vannus e 0 crustaceo
Ceriodaphnia dubia, e menos sensiveis do que a microalga Skelotonema costatum e o
crustaceo Acartia tonsa, provando a diferenca de sensibilidade entre diferentes grupos e a

necessidade de conhecer os efeitos de compostos quimicos em cada grupo animal.
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No presente estudo LC50 de Physalaemus cuvieri, em 48 horas se mostrou menor do
que em 96 horas, aparentemente significando maior toxicidade em menor tempo. Na margem
de 5% de confianca, os valores se encontram entre os valores de LC50 de 7,53 (maxima de
LC5048h) e 6,21 (minima de LC5096h), apresentando igual toxicidade. Tal resultado pode ter
sido influenciado pela adsor¢cdo do composto quimico do tratamento, pela renovagdo da agua
em 72 horas sugerido por Walker et al. (2006), influenciando em algum aspecto que néo foi
possivel estimar, devendo ser melhor analisado em testes posteriores, de preferéncia sem
renovacdo da agua. Outro fator que pode ter influenciado é a carga genética dos individuos,
que vieram de trés diferentes desovas, diferente de Rhinella icterica, que todos os individuos
utilizados nos experimentos foram provenientes de uma Unica desova. Rhinella icterica
apresentou LC50 em 48 horas maior do que em 96 horas, confirmando toxicidade mais alta
em maior tempo de exposi¢cdo ao toxicante, porem ndo houve renovacdo de agua no
experimento realizado com esta espécie. Um fator que pode ter influenciado a diferenca de
sensibilidade entre as espécies é a diferenca no tamanho das mesmas, sendo a maior espécie
mais resistente as perturbacdes.

A concentragdo do composto quimico utilizada foi menor do que a indicada na bula,
porém o ambiente de desenvolvimento dos girinos é muito diversificada, podendo pequenas
pocas de areas agricolas ser responsaveis pelo sitio reprodutivo, onde a concentracdo do
composto quimico sera superior aquelas aquelas apresentadas em pesquisas em grandes rios e
lagos.

Relyea (2005a) reuniu comunidades de 3 espécies de girinos norte americanos em
mesocosmos de lagoas naturais contendo diferentes tipos de solos (que poderiam absorver o
pesticida) e aplicou o Roundup® pulverizado. Ap6s 3 semanas 0 Roundup® foi letal para
96% a 100% dos girinos. Foi realizado o mesmo com anfibios pds-metamorficos em
recipientes terrestres em laboratdrio, e apos um dia o Roundup® foi letal para 68-86% dos
anfibios, que sugere que o Roundup® pode causar altas taxas de mortalidade de anfibios,
contribuindo fortemente para o declinio populacional global.

Mann e Bidwell (1999) testaram os valores de LC50 em 48h para diversos formulados
de glifosato em girinos australianos e os valores para 0 Roundup Original® variaram entre 8.1
e 32.2 mg/L, apresentando-se levemente mais toxico que o herbicida Touchdown®. O

Roundup Biactive® foi considerado o tnico agrotoxico a base de glifosato testado que poderia
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ser utilizado dentro da margem de seguranca necessario para a prote¢do da vida aquética na
Australia, e como consequéncia, foi a Unica formulacao registrada para o controle de ervas
daninhas aquaticas.

Estudos sugerem que, sob condi¢Ges laboratoriais, concentragdes relevantes de
Roundup® podem causar mortalidade de varias espécies de girinos e que esta mortalidade é
principalmente devido ao surfactante POEA (GIESY et al., 2000; HOWE et al., 2004,
LAJMANOVICH et al., 2003; MANN; BIDWELL, 1999; RELYEA, 2005b).

Em teste realizado com POEA isolado em Rana clamitans, a LC5024h e LC5096h foi de
1.1mg/L em ambos os tratamentos (HOWE et al., 2004) e considerado como “altamente
toxico”, de acordo com a ANVISA (2014), por apresentar LC50 superior a 0.2mg/L até
2mg/L. Howe et al. (2004) concluiu que o surfactante POEA isolado foi 0 mais téxico e que
as formulacbes que utilizam este surfactante se apresentaram mais toxicas do que aquelas que
continham outras formulac6es de glifosato.

Relyea e Jones (2009) encontraram LC50 (96h) entre 0.8 — 1.9 mg/L AE para 9
espécies de anfibios utilizando o produto Roundup Original Max®. Aparentemente um valor
abaixo dos apresentados por outros testes, porém o surfactante de Roundup® Original Max
ndo foi divulgado, sendo dificil tracar um comparativo entre 0s produtos e espécies
analisadas.

Entretanto varios autores afirmam que, sob uso indicado, o herbicida Roundup
Original® ndo apresenta perigo em ambiente aquéatico e fauna aquética, pois tanto o
surfactante quanto o glifosato seriam suficientemente diluidos em grandes corpos d’agua ou
em ambientes aquaticos l6ticos, ndo constituindo um perigo toxico (GIESY et al., 2000;
MANN; BIDWELL, 1999). Porém, Mann e Bidwell (1999) alegam que em ambientes
aquaticos Iénticos, rasos e lagoas temporéarias, em taxas de aplicacdo normais, a concentracao
do agrotdxico pode atingir altos niveis tdxicos, sugerindo estudos mais aprofundados nestas
situagcdes. Considerando que muitos anfibios anuros sdo dependentes de corpos d’agua
temporarios, estes compostos quimicos podem de fato atingir niveis prejudiciais a estes
organismos (LAJMANOVICH et al., 2003).

Conforme mostra a Tabela 1 apresentada, o trabalho apresentado por Tsui e Chu
(2003) mostra que diferentes grupos de seres vivos apresentam diferentes sensibilidades em

relagdo ao Roundup® e ao seu surfactante, sendo assim necessaria a realizagdo de testes com



84

diferentes grupos para definir toxicidade de um composto quimico. Além disso, espécies
australianas apresentaram diferente sensibilidade em relacdo as espécies apresentadas aqui,
reforcando ainda mais essa necessidade.

Para alguns resultados que se apresentaram diferentes do esperado sugere-se que pode
ser em decorréncia de uma série de diferengas importantes entre 0s experimentos que podem
afetar o efeito do glifosato sobre os anfibios, incluindo a formulacdo aplicada, o local

experimental utilizado, a espécie e a populacdo de anfibios selecionada.

6.2 ANALISES MORFOLOGICAS E COMPORTAMENTAIS

O estagio larval dos girinos parece ser um fator responsavel pela variacdo da
sensibilidade a toxicidade aguda (DAVID et al., 2012; MANN; BIDWELL, 1999; SEIXAS
FILHO et al., 2003). Em estudo sobre desenvolvimento de girinos em diferentes salinidades,
Seixas Filho et al. (2003) concluiram que girinos nos estagios menos desenvolvidos sdo mais
sensiveis do que aqueles em estagios mais avancados, apresentando menor capacidade de
ajuste, ndo resistindo ao intenso trabalho metabdlico, necessario para a adaptacdo ao meio,
assim como a preparagdo para mudanca de uma respiracdo branquial para uma respiracdo
pulmonar.

Porém outros fatores como a idade, peso, dieta, diferencas no manuseio e variagdes
naturais sdo parametros importantes para determinar a diferencas de sensibilidade entre os
animais, porém sdo pequenas as diferencas entre diferentes espécies. Adultos e imagos
também foram menos sensiveis ao Roundup® do que os girinos (MANN; BIDWELL, 1999).

Brunelli et al. (2009) e colaboradores, analisando outros estudos, apresentaram que a
inibicdo do crescimento larval é um dos mais sensiveis indicadores de toxicidade no
desenvolvimento. Em ambientes naturais, o crescimento larval reduzido pode aumentar a
suscetibilidade da predacdo, atraso na metamorfose ou resultar em adultos de tamanho
reduzido, com negativos efeitos no desenvolvimento futuro e sobrevivéncia.

Tanto Physalameus cuvieri quanto Rhinella icterica apresentaram no presente trabalho
diferencas significativas entre os tratamentos na varidvel “Comprimento” e “Peso”, 0 que

sugere a toxicidade e a influéncia da exposicdo de Roundup Original® nestas espécies.



85

N&o é possivel afirmar que a exposicdo a0 Roundup Original® foi a responsavel pela
diferenca estatistica significativa de R. icterica na malformacdo da insercdo caudal no tempo
de 48h pois 0 mesmo nao foi observado no tempo amostral de 96h. Porém, sugere-se que
tenha alguma influéncia na malformacdo na cavidade oral de girinos de P. cuvieri em altas
concentragdes, pois houve diferenca significativa no tempo amostra de 96h.

De acordo Lajmanovich et al. (2003), as malformacbes larvais (principalmente
deformacdes do disco oral e cranial, anomalias nos olhos e curvatura da cauda) ocorreram em
todos os tratamentos e aumentaram em relacdo a concentracdo de glifosato e tempo de
exposicdo, porém as malformacbes foram minimas nas menores concentragdes do composto
quimico.

De acordo com Brunelli et al. (2009), em girinos de Bufo bufo submetidos ao
Endosulfan, as deformidades foram observadas a partir do 8° dia de exposi¢édo, sendo as mais
frequentes: inchacgo da cabeca, despigmentacdo da pele de preto a castanho claro, focinho e
boca asperas, cauda assimétrica ou curvada e malformacdes Osseas. Sendo assim, 0s
resultados apresentados no presente trabalho poderiam ser diferentes caso tivesse sido
realizado testes de toxicidade cronica nas espécies experimentais.

Porém, as andlises de malformacdes apresentadas no presente trabalho estdo de acordo
com algumas apresentadas por outros autores, como deformacdes no disco oral, alteracbes no
nado, despigmentacdo e cauda curvada. Foi observada alguma alteracdo em relacdo ao figado,
que se mostrou proeminente em Physalaemus cuvieri quando houve alteracdo intestinal.
Porém, estudos histoldgicos ndo foram realizados no presente trabalho e devem ser realizados
para concluir que houve efeito provocado pelo agrotdéxico em que 0s animais estavam
submetidos.

Caracteristicas comportamentais sdo grandes indicadores de sensibilidade a
substancias toxicas. David et al. (2012) observaram que o comportamento e malformacGes
morfologicas sdo sinais tipicos de toxicidade. Porém, estatisticamente os individuos de
Physalaemus cuvieri sobreviventes submetidos a maior concentragdo (C3) apresentaram, em
96 horas de exposicdo, comportamento igual aos individuos do Controle, onde ndo houve
adicdo de contaminante. Rhinella icterica apresentou diferenca estatistica apenas em C1, e

Controle, C2, C3 e C4 se mostraram iguais.
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O habitat natural dos anfibios é quimicamente e fisicamente complexo em geral, e 0s
testes de toxicidade aguda realizados em laboratério podem néo replicar as transformacdes
quimicas e mudancas associadas a toxicidade que provavelmente ocorrem em ecossistemas
complexos, assim como os efeitos subletais a exposi¢do dos pesticidas a longo prazo (MANN;
BIDWELL, 1999).

N&o foi detectado um comportamento natatério dose-dependente porém alteracdes
comportamentais foram detectadas de forma diferentes nas concentracdes, podendo ser

provocadas pela presenga do contaminante.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo sugere que a aplicacdo de Roundup Original® contendo em sua
formulacdo glifosato e o surfactante POEA tem o potencial de causar mortalidade
significativa em girinos de Physalaemus cuvieri e Rhinella schneideri. R. schineideri se
mostrou menos sensivel do que P. cuvieri, porém alteracGes subletais foram detectadas.

No presente estudo o surfactante POEA néo foi analisado isoladamente, sendo assim,
ndo é possivel determinar qual componente do Roundup® causa mortalidade nos girinos.

Sugere-se com o presente trabalho que Roundup Original foi responsavel pelas
alteracdes morfologicas em Peso e Comprimento dos girinos de P. cuvieri e R. schneideri.
Sugere-se também que em elevado tempo de exposicao, pode afetar a cavidade oral de girinos
de Physalaemus cuvieri.

Alteragfes comportamentais significativas foram observadas em Physalaemus cuvieri
e Rhinella ictérica expostas a C1 e a C2, no entanto ndo observadas relacGes dose-resposta

para estas alteracdes, visto que nas maiores alteracdes nao houve efeito significante.
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ANEXO A — Tabela de Gosner (1960) de desenvolvimento larval de Anfibios Anuros
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