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RESUMO

Os agrotoxicos, representados por substancias quimicas, também conhecidas por
agroquimicos tem objetivo de controlar as pragas agricolas. Entretanto podem ser
prejudiciais aos sistemas biolégicos de diversos organismos aquaticos, incluindo os
anfibios anuros. Por isso é importante avaliar efeitos através de teste toxicolégicos
que fornecem informacdes sobre a resposta a contaminantes em um organismo.
Este estudo avaliou os efeitos toxicoldgicos causados a espécie de anfibio anuro
Physalaemus gracilis expostos ao herbicida atrazina e ao fungicida tebuconazole.
Para tal, foram coletadas as desovas totais direto da natureza com menos de 24
horas de oviposicdo, transportadas até o laboratério onde foram mantidas em
condi¢cBes controladas para seu desenvolvimento. Foi realizado teste de toxidade
aguda de 96 horas para determinacdo da CLsp gen € teste cronico, onde se avaliou a
mortalidade, alteracBes morfolégicas e alteragdes bioquimicas dos girinos expostos
a concentracdes subletais. Os calculos da CLsp gen Seguiram o meétodo trimed
spearman karber, para atrazina foi de 47,90 mg/L e 1,64 mg/L para tebuconazole. A
exposicao a doses subletais causou alteragdes na morfologia oral dos girinos, como
auséncia de mandibula, auséncia de uma ou mais fileiras inteiras de denticulos,
fileiras de denticulos tortas, denticulos falhos ou ausentes, além de inchaco no
intestino. Além disso, atrazina e tebuconazole causaram efeitos indutores de dano
oxidativo em girinos de Physalaemus gracilis. O aumento da peroxidacao lipidica e
proteina carbonil sugere que os danos oxidativos induzidos afetaram lipideos e
proteinas podendo causar danos a atividade enzimética devido a oxidagdo de
proteinas.

Palavras-chave: Efeitos toxicologicos. Alteracdes morfolégicas. Biomarcadores.

Dano oxidativo.



ABSTRACT

Pesticides, represented by chemical substances, also known as agrochemicals, have
the objective of controlling agricultural pests. However, they may be harmful to the
biological systems of various aquatic organisms, including anuran amphibians. It is
important to evaluate effects through toxicological tests that provide information on
the response to contaminants in an organism. This study evaluated the toxicological
effects caused to species of anuran amphibian Physalaemus gracilis exposed to the
herbicide atrazine and the fungicide tebuconazole. For this, the total direct nature
spawnings with less than 24 hours of oviposition were collected and transported to
the laboratory where they were kept under controlled conditions for their
development. After that was performed the acute toxicity test for 96 hours to
determine the LCsy and, subsequently, the chronic test, where mortality,
morphological alterations and biochemical alterations of tadpoles exposed to
sublethal concentrations were evaluated. To calculate the LCsy was employed the
trimed spearman karber method. The LCsq for atrazine was 47.90 mg/L, meanwhile
for tebuconazole was 1.64 mg/L. The exposure to sublethal doses caused changes
in the oral morphology of tadpoles, such as absence of jaw, absence of one or more
whole rows of denticles, rows of crooked teeth, missing or missing teeth, and edema
of the intestine. In addition, atrazine and tebuconazole caused oxidative damage
inducing effects on Physalaemus gracilis tadpoles. The occurrence of lipid
peroxidation and carbonyl proteins suggest oxidative damage of the lipids and
proteins.

keywords: Toxicological effects. Morphological changes. Biomarkers. Oxidative
stress.
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INTRODUCAO GERAL

A partir da década de 1950 foram observadas profundas mudancas no
processo de producdo agricola com o aumento de uso de agrotoxicos e de seus
impactos sobre o ambiente e a saude humana (MOREIRA et al., 2002). Tecnologias
baseadas no uso extensivo de agentes quimicos foram disponibilizadas para
aumento da produtividade e protecdo contra pragas agricolas (MOREIRA et al.,
2002). Esta gama de produtos quimicos conferiu importante risco para o ambiente,
pois podem chegar aos ecossistemas aquaticos superficiais e subterraneos
transportados por lixiviacdo de agua da chuva, irrigacdo ou drenagem
(MATAQUEIRO, 2006; ARAUJO et al., 2016). Ao atingir os mananciais hidricos os
agrotoxicos podem prejudicar o desempenho ou levar a morte de espécies aquaticas
sensiveis a contaminacdo do ambiente (TONI et al., 2010) como insetos aquaticos,
peixes e anfibios anuros.

Os anuros estdo entre os animais mais ameacados de extincdo em todo o
mundo (VERDADE et al., 2010). Cerca de 30% das espécies de anuros correm risco
de desaparecer nos proximos anos, sendo que 35 espécies ja foram extintas na
natureza (IUCN, 2009). Essas ameacas se dao pela degradacdo dos ecossistemas
explorados pelos anuros, como alteracdo ou eliminacdo dos habitats e a poluicédo
ambiental, provocada principalmente pelo acimulo de agrotoxicos (HADDAD, 2008).
A diminuicdo das populagfes de anfibios em todo o mundo tem sido foco de estudos
que procuram investigar suas causas. Os agrotéxicos sdo poluentes ambientais que
podem gerar importante taxa de mortalidade nos anfibios e o declinio de algumas
populacdes esta associado a proximidade de areas agricolas (DAVIDSON et al.,
2002).

Além disto, agrotoxicos tém sido implicados como agente principal em alguns
desses declinios populacionais (EZEMONYE & TONGO, 2009). Muitas espécies de
anfibios séo vulneraveis a contaminacdo aquatica devido a exposi¢do a estressores
aguaticos e terrestres (BLAUSTEIN & KIESECKER, 2002). Em muitos casos 0s

anfibios completam seus ciclos de vida proximos as areas onde 0s agrotoxicos sao
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aplicados. Além disto, para muitas espécies 0s estagios larvais coincidem com a
época de aplicagcédo dos agrotoxicos (BONIN et al., 1997; HAYES et al., 2003).

Dependendo da sensibilidade da espécie ao contato com o agrotoxico, pode
ocorrer mortalidade, causando o declinio nas populacdes ou podem estar sujeitas a
alteracdes no crescimento e reproducdo, mudangas comportamentais, morfolégicas
e fisiologicas apds exposicdo cronica (MONTINHO, 2013). A exposicdo a alguns
herbicidas parece influenciar negativamente o padrdo de desenvolvimento e a
metamorfose em girinos diminuindo suas chances de sobrevivéncia (DORNELLES &
OLIVEIRA, 2016). Essas alterac6es podem influenciar outros parametros bioldgicos,
como o desenvolvimento e sucesso reprodutivo. Dessa forma, testes de toxidade
sdo 0 mecanismo para a compreensdo dos efeitos de impactos sobre os
compartimentos bidticos, utilizando organismos vivos que atuam como biosensores
auxiliando na prevencgédo de impactos de um determinado poluente sobre a biota
(CAIRNS et al., 1998).

Os testes de toxicidade aquatica tém sido cada vez mais utilizados para a
determinacdo de efeitos deletérios em organismos aquaticos, em virtude,
principalmente, do potencial risco da transferéncia de poluentes do ambiente para os
organismos, e avaliacdo da qualidade da 4gua sobre eles (FERREIRA, 2002).

Esses testes consistem de um modo geral a realizagcdo de ensaios agudos e
cronicos. O ensaio de toxicidade aguda avalia os efeitos sofridos pelos organismos
expostos ao agente quimico, em curto periodo de tempo, geralmente de 24 a 96h
(BIRGE et al., 1985).

Esses testes proporcionam rapidas respostas nas estimativas dos efeitos
letais de um agente toxico sobre o organismo (WALKER et al., 2001). Buscam
avaliar o efeito de substancias quimicas isoladas ou em misturas, onde procura-se
estimar a concentracdo - teste que causa efeito a 50% da populacdo exposta,
durante um periodo de tempo determinado. Tal concentracdo corresponde a CL50
(Concentracao Efetiva ou Concentracdo Letal Média).

Os testes cronicos envolvem um periodo de exposi¢cdo mais longo, entre 7 e
21 dias e refletem um cenério mais aproximado da realidade em que os organismos
estdo expostos aos contaminantes ambientais (AZEVEDO & CHASIN, 2003). Nos
testes crbnicos, as concentracdes do agente toxico permitem a sobrevida dos
organismos, no entanto, causam distarbios em suas fun¢des biologicas, tais como

na reproducao, desenvolvimento, crescimento e maturacdo (GOLDSTEIN, 1988).
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A classe Amphibia (anfibios) corresponde ao grupo que engloba os animais
conhecidos como Gymnophiona (cobras-cegas), Caudata (salamandras) e Anura
(sapos, ras e pererecas). Os anuros sdo o grupo mais diversificado no mundo, o
mesmo ocorrendo no Brasil (HADDAD, 2008). Incluem 20 familias e 90 géneros com
um total de 1039 espécies (SEGALLA et al., 2016) Os anfibios dependem de
ambientes Umidos em funcdo da respiracdo cutanea e dos locais de desova
(PIMENTA et al.,, 2014). Essa caracteristica faz com que comumente sejam
encontrados sobre o solo umido, pocas, lagos, acudes cérregos e rios.

Physalaemus gracilis é um anfibio da familia Leptodactylidae, com
distribuicio geografica no Sul do Brasil, Argentina e Uruguai (LANGONE, 1994). E
uma espécie relativamente pequena (2,7 a 3,2cm), com o focinho pontudo,
coloracdo variavel, desde o castanho avermelhado até cinza claro. As espécies
deste género geralmente possuem uma faixa preta que vai da ponta do focinho ate
guase a base das coxas. Possui uma mancha arredondada na regiao inguinal (base
da coxa). Os machos possuem a regiao do “papo” mais escura devido a presencga do
saco vocal (BORGES-MARTINS et al., 2007).

Esta espécie é classificada na Lista Vermelha como Menos Preocupantes
(LC) em vista de sua ampla distribuicéo, tolerancia a uma ampla gama de habitats,
presumida grande populacdo e ndo haver dados que indiquem declinio (LAVILLA et
al., 2010). Physalaemus gracilis é terrestre, se reproduz em ninho de espuma, onde
0s ovos sdo depositados em aguas temporarias naturais. A época reprodutiva ocorre
nos meses de setembro a marco (ACHAVAL & OLMOS, 2003). E comumente
encontrada em lagoas e riachos adjacentes aos campos agricolas, onde sédo
aplicados agrotéxicos, que coincidem com a época de postura e desenvolvimento
dos embrides (DAVID et al., 2012).

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda e cronica e as
alteracbes morfologicas e enzimaticas em girinos de Physalaemus gracilis
(Leptodactylidae) quando expostos aos agrotoxicos atrazina (herbicida) e

tebuconazole (fungicida).
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3.1 CAPITULO 1

ALTERACOES MORFOLOGICAS E MORTALIDADE DE GIRINOS DE
Physalaemus gracilis EXPOSTOS A ATRAZINA E TEBUCONAZOLE

RESUMO

Os agrotoxicos tém causado diversos efeitos sobre as comunidades
aquéaticas. Dentre eles os herbicidas e fungicidas tem desenvolvido malformacdes e
prejudicado o crescimento e desenvolvimento de diversas espécies incluindo os
anfibios anuros. O trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade e a ocorréncia de
alteracdes morfologicas em girinos de Physalaemus gracilis expostos a formulacéo
comercial do herbicida atrazina e fungicida tebuconazole. As desovas foram
coletadas na natureza, com menos de 24 horas de oviposicdo e mantidas em
laboratorio até atingirem o estagio larval. Foram realizados teste de toxidade aguda
de 96 horas para determinar a ClLsy, de ambos os agrotoxicos. Os testes de
toxicidade cronica foram realizados na proporcéo de 1/10; 1/50 e 1/100 da CLso 96h
durante 21 dias. Ao final dos testes, foram tomadas as medidas do comprimento
rostro-cloacal e massa dos girinos e analisados em estereomicroscopio a procura de
alteracdes morfolégicas. A CLso 96h foi de 47,90 mg/L para atrazina e 1,64 mg/L
para tebuconazole, com significativo aumento da taxa de mortalidade conforme o
aumento da dose de agrotoxico. A exposicdo crénica produziu efeitos significativos
de anomalias nas estruturas orais dos girinos em todas as concentracdes testadas
entre outras anomalias. Malformacdes morfoldgicas sédo sinais tipicos de toxicidade
e quando essas tem relacdo com a cavidade oral pode prejudicar a alimentacao dos

girinos e afetar a sua capacidade de sobrevivéncia.

Palavras-chave: Toxidade. Agrotoxicos. Anfibios. Malformagodes.



1 INTRODUCAO

Os agrotdxicos estao entre 0s principais contaminantes antropogénicos que
alcangam os ecossistemas aquéticos (MENNILLO et al., 2017). Diversos herbicidas
e fungicidas utilizados para o controle de pragas infestantes de lavouras apresentam
em sua formulacédo os ingredientes ativos atrazina e tebuconazole respectivamente
(IBAMA, 2010) Estas substancias podem ter efeitos nocivos sobre os organismos
ndo alvos e interferir em parametros fisiolégicos e morfolégicos das espécies
aguaticas expostas (NWANI et al., 2010).

A atrazina (6-chloro-N2-ethyll-N-4-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine) € um
herbicida do grupo das Triazinas, apresentado sob a forma de suspensao
concentrada, utilizado para controlar plantas daninhas de folhas largas e gramineas,
como milho, sorgo, cana de acuUcar, entre outras culturas (EXTOXNET, 1996). O
ingrediente ativo atrazina é absorvido pelas plantas através das raizes (ap6s a
germinacdo) e se transloca via xilema até as folhas onde provoca a inibicdo da
fotossintese, bloqueando o transporte de elétrons, cujos sintomas se manifestam
através da clorose, necrose e morte da planta por falta de energia (ADAPAR, 2016).

Nos animais a atrazina é rapidamente absorvida pelo trato gastrintestinal e
apos 72 horas, 65% ¢€ eliminado na urina e 15% permanece nos tecidos corporais
principalmente nos figados, rins e pulmfes (CASTRO, 2009). A atrazina tem sido
descrita como um interferente disruptor enddcrino por aumentar a atividade da
aromatase e assim afetar a sinalizacdo do estradiol, podendo alterar o sistema
reprodutor em varios organismos ndo alvos como os anfibios. (ROBERGE et al.,
2004; BETANCOURT et al., 2006; SANDERSON, 2006). A atrazina pode acarretar
desde efeitos fisioldégicos e bioquimicos, até mortalidade em girinos expostos ao
herbicida em concentragbes mais elevadas (EZEMONYE & TONGO, 2009).
Resultados obtidos por Hayes et al. (2002) mostraram que a atrazina parece ter
poucos efeitos nos anfibios adultos e induzir anomalias e deformidades apenas em
doses muito altas. Porém pode interferir na metamorfose e diferenciagcdo sexual em
doses baixas por meio de mecanismos de desregulacdo enddcrina. Esse herbicida

produz diminui¢ao significativa na massa e diminuicdo no crescimento de girinos de



24

Physalaemus nattereri, além da presenca de anormalidades morfolégicas, como
estruturas orais reduzidas e retragao corporal (IGLESIAS, 2015).

Este herbicida € classificado como perigoso ao meio ambiente (Classe Ill)
sendo altamente toéxico e persistente no meio ambiente (ADAPAR, 2016). O uso de
atrazina é proibido na Europa, mas € permitida e utilizada em ampla escala na
agricultura americana e brasileira (ACKERMAN et al., 2014), onde ocupou 0 sétimo
lugar dos herbicidas mais comercializados no Brasil em 2014 (IBAMA, 2014). E um
potencial contaminante de corpos hidricos e do solo devido as suas propriedades
quimicas como, grande potencial de lixiviagdo, alta persisténcia no solo e
solubilidade moderada na 4gua (EISLER, 1989). Devido a este comportamento seus
residuos podem contaminar o solo, &guas subterraneas, pequenos corregos e agua
de abastecimento publico (ARAUJO et al., 2016).

O tebuconazole consta entre os seis fungicidas mais comercializados no
Brasil em 2009 (IBAMA, 2010). Seu uso no Brasil tem aumentado desde 2001 com o
surgimento da ferrugem asiética (Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd.), no pais
(GODOQY et al., 2007). Tebuconazole tem acdo preventiva, curativa e erradicativa
indicado para o tratamento de doencas da parte aérea das culturas pela inibicdo da
biossintese do ergosterol em fungos (ADAPAR, 2014). O modo de acdo dos
fungicidas triazois envolve a ruptura da parede e membrana celular do fungo pela
inibicdo da lanosterol- 14a-demethylase (CYP51). A CYP51 esta presente entre as
plantas, fungos e animais. Nos animais desempenha passo critico na sintese do
colesterol e na biosintese de esterdides (TAXVIG et al., 2007).

Os efeitos ocasionados por fungicidas triazéicos indicam que um dos
principais mecanismos para os efeitos no sistema enddcrino envolve a alteracdo da
enzima CYP17 envolvida na sintese de horménios esterdides (TAXVIG et al., 2007).
Eles inibem a enzima aromatase, que catalisa a conversdao de androgeno em
estrogeno (HINFRAY et al., 2006). Em vertebrados a aromatase esta presente no
cérebro e durante o desenvolvimento, a formagdo local de estrogeno em
determinadas regides cerebrais atua no mecanismo de acdo dos esterdides sexuais
em sua agdo neuroendodcrina central; influenciando a diferenciacdo cerebral, a
regulacdo do controle gonadotrofico e o comportamento. Consequentemente, ele
pode promover alteracdes neurocomportamentais e reprodutivas (KINNBERG et al.,
2007).
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Os fungicidas podem afetar os anfibios causando efeitos negativos como, a
diminuicdo da sobrevivéncia, aumento de deformidades, metamorfose atrasada e
resposta imune alterada (BERNABO et al., 2016). A ampla aplicacdo do fungicida
tebuconazole traz preocupacdes sobre os efeitos prejudiciais sobre 0s ecossistemas
aquaticos. Fungicidas triazolicos causam efeitos deletérios no sistema enddcrino de
varias especies (TAXVIG et al., 2007; KJARSTAD et al., 2010; LIU et al., 2016).

O agrotéxico se enquadra na classe Il conforme o seu potencial de
periculosidade ambiental, sendo considerado muito perigoso ao meio ambiente e
extremamente téxico para organismos aquaticos (ADAPAR, 2014). O tebuconazole
esta entre os fungicidas mais frequentemente detectados, tanto em aguas e
sedimentos superficiais (HERRERO-HERNANDEZ et al., 2013; DE GERONIMO et
al., 2014). Sua persisténcia e afinidade elevada para a adsor¢cédo no solo contamina
aguas superficiais e subterraneas pelo carregamento pela chuva e adsor¢cédo pelas
particulas de sedimentos (EPA, 2000).

Os anuros estdo entre os animais mais ameacados de extincdo em todo o
mundo (IUCN, 2009; VERDADE et al.,, 2010). Essas ameacas se dao pela
degradacdo dos ecossistemas explorados pelos anuros, como alteracdo ou
eliminacdo dos habitats e a poluicdo ambiental, provocada principalmente pelo
acumulo de agrotoxicos (HADDAD, 2008). A diminuicdo das populacdes de anfibios
em todo o mundo tem sido foco de estudos que procuram investigar suas causas.
Agrotoéxicos tém sido implicados como agente principal em alguns desses declinios
(EZEMONYE & TONGO, 2009). Muitas espécies de anfibios sédo vulneraveis a
contaminacdo aquatica porque experimentam estressores aguaticos e terrestres
(BLAUSTEIN & KIESECKER, 2002).

Além do declinio da riqueza de espécies e a reducdo de populacdes, a alta
incidéncia de deformidades em anfibios anuros tem sido relatada e pode estar
relacionada a exposicdo a agrotoxicos (RELYEA, 2005; BRUNELLI et al.,
2009; BRUHL et al., 2013). Populacbes expostas a agrotoxicos tem desenvolvido
malformacgdes, incluindo crescimento prejudicado, anomalias do desenvolvimento e
do comportamento (BRIDGES, 1999; BOONE & SEMLITSCH, 2002; LENKOWSKI et
al., 2010; BERNABO, 2016). Testes realizados com diversos agrotoxicos
demostraram alteracdes morfolégicas em varias espécies de anfibios. Individuos do
sapo cinza (Hyla chrysoscelis) expostos ao herbicida atrazina (BRISTON, 1998)

apresentaram crescimento prejudicado, periodo mais longo para chegar a
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metamorfosear e tamanhos menores. Alguns fungicidas provocaram efeitos como
anormalidades na cabeca e alteragBes nas estruturas orais em outras espécies de
anfibios (DI RENZO et al., 2011; SVARTZ et al., 2016).

Physalaemus gracilis € um anfibio da familia Leptodactylidae ocorre no sul do
Brasil, Argentina e Uruguai, e se reproduz em ninho de espuma, onde 0sS ovos Sao
depositados em aguas temporarias naturais. A época reprodutiva ocorre nos meses
de setembro a marco (ACHAVAL & OLMOS, 2003). E comumente encontrada em
lagoas e riachos adjacentes aos campos agricolas, onde séo aplicados agrotoxicos,
que coincidem com a época de postura e desenvolvimento dos embrides (DAVID et
al., 2012).

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade da formulacdo comercial do
herbicida atrazina e do fungicida tebuconazole em relacdo a ocorréncia de

alteracdes morfoldgicas e a mortalidade em girinos de Physalaemus gracilis.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Agrotoxicos

Foram realizados testes de toxicidade aquéatica utilizando as formulacdes

comerciais dos agrotoxicos, atrazina e tebuconazole (Tabela 1).

Tabela 1- Detalhamento dos agrotoxicos utilizados. UFFS, Campus Erechim, 2016.

Nome técnico Nome Concentracao Concentracao Tipo de
comercial de Ingrediente  de Ingrediente formulagéo
ativo (g/L) Inerte (g/L)
Atrazina Siptran® 500 600 Suspenséo
Concentrada
(SC)
Tebuconazole Rival 200 200 800 Concentrado
Emulsionavel
(EC)

2.2 Espécie teste

A espécie selecionada foi Physalaemus gracilis (Anura: Leptodactylidae),
conhecida popularmente por rd-chorona, com distribuicdo geografica no Sul do
Brasil, Argentina e Uruguai (LANGONE, 1994; figura 1).
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2.3 Coleta das desovas

As desovas foram coletadas direto na natureza, com menos de 24 horas de
ovoposicao até estagio 14, de acordo com a classificacdo de Gosner (1960), (Anexo
A), em uma lagoa no campus da Universidade Federal da Fronteira Sul, localizada
na Rodovia ERS 135, km 72, n° 200, Erechim — RS (Latitude: - 27.728681°;
Longitude: - 52.285852°). As coletas foram realizadas entre os meses de outubro a
dezembro de 2015, apds periodos de chuva (Figura 2).

As desovas foram coletadas manualmente e transportadas em sacos
plasticos até o Laboratério de Ecologia e Conservacdo da Universidade Federal da
Fronteira Sul — Campus Erechim e mantidas separadamente em aquérios de 12
litros em agua de poco artesiano, previamente testada quanto a potabilidade. Os
girinos foram alimentados uma vez ao dia, ad libitum, usando ragédo comercial para
peixes ornamentais, farelada, com no minimo 40% de proteina bruta. Os girinos nao
utilizados nos experimentos foram soltos na natureza novamente, no mesmo local
em que foram coletados.

O estudo tem autorizacdo do Comité de Etica para Uso de Animais da
Universidade Federal da Fronteira Sul (Anexo B) e licenga do ICMBio (50398-1)
(Anexo C).

da A ' A <t

Figura 2: oleta de desovas de Physalaemu gracilis (Anura: Leptodatyae), municipio de
Erechim, RS. Outubro, 2015. Fonte: autora.

2.4 Delineamento experimental
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Os testes toxicolégicos foram realizados com individuos de Physalaemus
gracilis, no estagio 25 de desenvolvimento de acordo com a classificacdo de Gosner
(1960), sem nenhuma alteracdo morfolégica ou comportamental visivel, com a
massa corporal média de 0,016 g + desvio padrdo (DP) 0,009 g (Amplitude (A)=
0,007 g - 0,037 g) e comprimento médio 9,97 mm = 1,21 mm (A= 8,10 mm - 11,25
mm), N=5.

A sala de teste foi aclimatizada em 25 °C e a temperatura e oxigénio da agua
foram monitorados diariamente, permanecendo em 23°C +1°C e oxigénio dissolvido
5,0 mg/L £ 1,0 mg/L.

2.4.1 Teste agudo

Foram realizados testes de toxicidade aguda de 96 horas, para determinar a
Concentracdo Letal Média em 96h — CLsg g6n. FOram utilizados recipientes de vidro
estéreis com capacidade de 500 ml, onde foram colocados cinco girinos em cada
um, com seis réplicas para cada tratamento, totalizando 30 girinos por concentracéo
testada, mais seis réplicas para o controle. A cada 24 horas foram registrados o
namero de mortos, que foram removidos do ensaio. Os girinos nao foram
alimentados durante o teste agudo.

As concentragOes utilizadas nos testes foram 19, 24, 29, 37, 45, 53, 60, 65, 70
e 75 mg/L de atrazina e 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 e 3 mg/L de tebuconazole. O controle foi
realizado com mesma agua utilizada em todos os aquarios, sem adicdo de nenhum
produto quimico. As concentracfes aplicadas foram baseadas na ClLsg registrada
para Physalemus cuvieri WRUBLEWSKI, 2016).

2.4.2 Teste Cronico

Os testes de toxicidade cronica foram realizados na proporgédo de 1/10; 1/50 e
1/100 da CLso 96h, do teste agudo, durante 21 dias. Por isso foram utilizadas as

concentracbes 4,8; 1 e 0,5 mg/L para atrazina e 0,15; 0,03 e 0,01 mg/L para
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tebuconazole. Os testes seguiram o mesmo delineamento experimental do teste
agudo quanto ao numero de girinos, réplicas, recipientes, tipo de agua utilizada,
temperatura, oxigénio dissolvido e registro de mortalidade. Os girinos foram

alimentados uma vez ao dia durante o teste, usando o0 mesmo padrdo da criacao.

2.4.3 Anélise morfoldgica

O comprimento rostro-cloacal (CRC) dos girinos foi medido com paquimetro
digital de 0.001 mm de precisdo no inicio e no final dos 21 dias de teste. Foi obtida a
massa em gramas, registrada em balanca analitica de precisdo (0,0001 g). Apés a
concluséo foi identificado o estagio de cada animal exposto (GOSNER, 1960). Os
girinos foram analisados em estereomicroscopio a procura de alteracdes
morfolégicas como deformacdo da cavidade oral, auséncia de denticulos, auséncia

de fileiras de denticulos, alteracbes na mandibula e deformac¢éo no corpo.

2.4.4 Anélise dos Dados

Os célculos da CLsy seguiram o método trimed spearman karber, através do
programa GBasic. Para avaliar o efeito das concentracbes de atrazina e
tebuconazole nos girinos foi utilizando analise de variancia unidirecional (ANOVA) e
em caso de significancia foi aplicado o teste post hoc de tukey com p<0,05. Para

realizacdo das andlises foi utilizado o software Statistica 8.0.



3 RESULTADOS

3.1 Teste agudo

A formulacdo comercial de tebuconazole foi mais toxica do que a de atrazina
para girinos de Physalaemus gracilis. A CLso 96h foi de 47,90 mg/L para atrazina e

1,64 mg/L para tebuconazole (Tabela 2).

Tabela 2 - Mortalidade de Physalaemus gracilis e concentracdo letal de atrazina e
tebuconazole no teste de exposicdo aguda. UFFS, Campus Erechim, 2016.

Agrotoéxico Concentracao Mortalidade CL 5
mg/L 24h 48h 72h 96h Total mg/L
0,0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0
24 2 1 3 0 6
29 2 2 2 0 6 47,90
37 0 1 0 2 3 -95%CL: 45,28
Atrazina 45 3 2 2 5 12 +95%CL: 50,51
53 4 1 1 6 12 R?=0,94
60 21 3 0 0 24 P= 0,00
65 13 13 0 0 26
70 9 17 1 1 28
75 10 12 2 1 25
0,0 0 0 0 0 0
0,5 7 1 1 0 9 1,64
1,0 2 1 0 1 4 -95%CL: 1,42
Tebuconazole 1,5 15 3 0 0 18 +95%CL: 1,90
2,0 4 6 1 0 11 R?=0,98
2,5 26 4 0 0 30 p=0,00
3,0 30 0 0 0 30

A mortalidade dos girinos foi significativamente maior nas dosagens mais altas
de ambos os agrotoxicos: atrazina (Fq, s0-16,46; p<0,01) e tebuconazole (Fs
30=11,76; p<0,01; Figuras 3 e 4), mostrando diferenga entre as concentragdes
testadas (Tukey = p<0,05).



30

25

20

15

Mortalidade

10

Concentracdo (mg/L)

Figura 3 - Mortalidade de Physalaemus gracilis exposto a diferentes concentracdes (mg/L) de
atrazina. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrao.
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Figura 4 - Mortalidade de Physalaemus gracilis exposto a diferentes concentracdes (mg/L) de
tebuconazole. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padréo.
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O tempo de exposicdo foi significativo para o teste de exposicdo a

tebuconazole, (F, 20=7,21; p<0,01), mas nao influenciou em atrazina (Fs, 36=2,30;

p=0,09; Figuras 5 e 6).
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Figura 5 - Mortalidade de Physalaemus gracilis exposto a diferentes tempos (h) ao herbicida atrazina.
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Figura 6 - Mortalidade de Physalaemus gracilis exposto a diferentes tempos (h) ao fungicida
tebuconazole. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrao.



3.2 Teste crbnico
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Foram expostos 90 girinos durante 21 dias a cada um dos agrotoxicos

testados (tabela 3). Destes, 19 (21,11%) morreram na exposi¢cdo a atrazina e 16

(17,77%) na exposicdo a tebuconazole.

Tabela 3 - Mortalidade de Physalaemus gracilis no teste de exposi¢cao crbnica a

atrazina e tebuconazole. UFFS, Campus Erechim, 2016.

Agrotoéxico Concentracao Mortalidade
(mg/L) 7dias 14 dias 21dias Total

0,5 0 1 0 1

Atrazina 1,0 1 1 4 6
4,8 4 4 4 12

0,01 0 0 7 7

Tebuconazole 0,03 0 0 0 0
0,15 0 0 9 9

Controle 0,0 1 3 4 8

As concentragbes nao influenciaram na mortalidade dos girinos em ambos 0s

agrotoxicos: atrazina (Fe, 20=2,31; p=0,1) e tebuconazole (Fs, 20=2,16; p=0,12;

Figuras 7 e 8).
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Figura 7 - Mortalidade do teste crénico de Physalaemus gracilis exposto a diferentes concentracfes
(mg/L) de atrazina. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrao.

Mortalidade

0,00 0,01 0,03 0,15
Concentracéo (mg/L)

Figura 8 - Mortalidade do teste crénico de Physalaemus gracilis exposto a diferentes concentractes
(mg/L) de tebuconazole. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padréo.
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O tempo de exposi¢do ndo influenciou na mortalidade para atrazina (F,
9=0,72; p=0,5, mas influenciou no resultado do teste em tebuconazole (F=4,58;
p=0,04; Figuras 9 e 10).
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Figura 9 - Mortalidade do teste crénico de Physalaemus gracilis exposto a diferentes tempos (dias) a
atrazina. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrao.
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Figura 10 - Mortalidade do teste crénico de Physalaemus gracilis exposto a diferentes tempos (dias) a
tebuconazole. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrao.
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3.2.1 Andlise Morfolégica

3.2.1.1 Comprimento e massa dos girinos

Os girinos foram colocados nos testes com o comprimento de 9,97 + 1,21 mm
(n = 10; amplitude = 8,10 - 11,25 mm), e massa de 0,016 + 0,009 g (n = 10,
amplitude = 0,007 - 0,037 g) (ver dados de comprimento e massa depois da
exposicao na Tabela 4).

Em 21 dias de teste crbnico o comprimento dos girinos aumentou
significativamente, comparando com o tamanho de entrada no teste (F, 20=10,35;
p<0,01 para atrazina e Fy, 20=7,61; p<0,01 para tebuconazole). Ao final do teste o
comprimento néo diferenciou em comparacdo aos grupos expostos e controle (F,
16)=1,53; p<0,24 para atrazina e (F, 156=0,98; p<0,42 para tebuconazole).

A massa dos girinos ndo apresentou diferenca entre o inicio e final do teste (F,
20=0,64; p<0,63 para atrazina e F, 20=1,30; p<0,3 para tebuconazole) o mesmo
ocorreu entre 0s grupos expostos e controle (F(3, 16)=0,82; p<=0,49 para atrazina e
F(3, 16)=1,26; p<=0,32 para tebuconazole.
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Tabela 4 — Dados morfologicos dos parametros comprimento e massa dos girinos no
teste crénico apos 21 dias de exposi¢cao. UFFS, Campus Erechim, 2016.

Agrotoxico Parametro  Concentragdo MédiatDP N Amplitude

Comprimento 4,8 12,55+0,70 5 11,63-13,5
(mm) 1 13,54+0,67 5 12,63 -14,47
Atrazina 0,5 13,2141,09 5 11,09-16,16
Massa 4.8 0,028+0,018 5 0,01-0,057
(9) 1 0,021+0,011 5 0,005-0,03
0,5 0,016+0,009 5 0,006 — 0,029
Comprimento 0,15 13,07+0,67 5 12,14-139
(mm) 0,03 13,41+2,05 5 10,93-16,11
Tebuconazole 0,01 13,6141,78 5 12,26 -16,49
Massa 0,15 0,056+0,052 5 0,017-0,144
(9) 0,03 0,025+0,028 5 0,005 -0,074
0,01 0,027+0,021 5 0,006 — 0,05
Comprimento 0,0 12,14+0,80 5 11,5-13,45

Controle (mm)
Massa 0,0 0,02+0,010 S5 0,002 -0,03

(@)

3.2.1.2 AlteracBes morfoldgicas

O numero de alteragBes morfolégicas nos grupos expostos aos agrotoxicos foi
significativa em relacdo ao grupo controle (Fp, 9=8,57; p<0,01) para atrazina e (F,
9= 14,44; p<0,01) para tebuconazole. O numero de alterac¢des foi significativo entre
as concentracdes 0,5 e 1 mg/L de atrazina e entre todas as concentragbes para
tebuconazole (Tukey, p<0,05). Dentre os 71 individuos expostos a atrazina que
chegaram ao final dos 21 dias de teste, 34 apresentaram alterac6es morfologicas
(47,88%). Sendo 41,2% (14) em 0,5 mg/L; 35,3% (12) em 1,0 mg/L e 23,5% (8) em
4,8 mg/L. Todas as concentracbes testadas de forma crbnica resultaram em

alteracOes (Tabela 5).
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As alteragdes morfolégicas mais frequentes foram mé formacdo na cavidade
oral (19; 55,88%) e inchaco no abddémen (14; 41,17%). As alteracdes na cavidade
oral foram evidentes, apresentado deformacéo ou auséncia de mandibula, auséncia
de uma ou mais fileiras inteiras de denticulos, fileiras de denticulos tortas, denticulos
falhos ou ausentes (figuras 11, 12 e 13). O inchaco se caracterizou pela saliéncia do
intestino. As outras alterac6es morfolégicas foram rompimento intestinal (1; 1,4%),
observado na concentracéo 0,5 mg/L e deformacgéo no corpo (2; 2,8%), observado
nas concentracdes 4,8 e 1 mg/L (Figuras 7, 8 e 9).

Dentre os 74 individuos expostos a tebuconazole que chegaram ao final dos 21
dias de teste, 35 apresentaram alteracdes morfologicas (47,2%). Sendo 28,6% (10)
em 0,01 mg/L; 40% (14) em 0,03 mg/L e 31,4% (11) em 0,15 mg/L. As alteracdes
morfologicas identificadas foram ma formacdo na cavidade oral (18; 51,4%) e
inchaco no abdomen (17; 48,57%) (Tabela 5).

Nos individuos do controle foram observadas trés (13,6% ) casos de inchaco no

abdbémen.

Tabela 5 - Numero de alteracbes morfolégicas em Physalaemus gracilis para cada
concentracdo de atrazina e tebuconazole em exposicdo crénica. Um individuo pode
apresentar mais de um tipo de alteracdo. UFFS, Campus Erechim, 2016.

Tipo de alteracéo

Agrotoéxico Individuos Numero de Edema
mg/L analisados alteracoes Cavidade oral Corpo . .
intestino
A/IDM AFD FT DF
Atrazina
0,5 29 14 2 7 - - - 5
1 24 12 4 2 2 - 1 5
4,8 18 8 1 2 - - 1 4
Tebuconazole
0,01 28 10 - 3 - 1 - 8
0,03 30 14 4 4 - 2 - 7
0,15 21 11 4 4 - 3 - 2
Controle 22 3 - - - - - 3

A/DM: Auséncia ou deformagdo da mandibula. AFD: Auséncia de fileiras de denticulos. FT: Fileiras
de denticulos tortas. DF: Denticulos falhos.
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L

Figura 11 - Girino de Physalaemus gracilis do controle, sem altera¢cdes morfolégicas.

Figura 12 - Girino de Physalaemus gracilis com alteragdo morfolégica. Denticulos falhos (DF) na
fileira anterior. Fonte: Anderson Brum.

Figura 13 - Girino de Physalaemus gracilis com altera¢cdes na morfologia oral. A. Auséncia de fileiras
de denticulos (AFD) na parte anterior e inferior, auséncia de mandibula posterior (AM). B. Auséncia
de fileiras inteiras de denticulos (AFD) na parte anterior e fileiras de denticulos tortas (FT). Fonte:
Anderson Brum.



4 DISCUSSAO

Neste estudo, atrazina mostrou baixa e tebuconazole média toxidade de
acordo com Globally Harmonized System of Classification and Labelling of
Chemicals (GHS, 2011), onde CLsp<lmg/L indica alta toxidade; CLso entre 1 e 10
mg/L média toxidade e CLso maior que 10mg/L baixa toxidade.

Para anfibios resultados semelhantes a este estudo foram relatados para Bufo
americanus (26,5 mg/L; HOWE et al., 1998) e Rana pipiens (47,6 mg/L; HOWE et
al., 1998) para atrazina. Apesar da toxicidade aguda parecer alta para o ambiente,
as concentragfes cronicas ou subletais sdo as mais encontradas no ambiente de
reproducdo dos anfibios. Nos ambiente aquéticos, em geral, as doses registradas
para ambos os agrotoxicos sdo baixas. Dosagens cronicas semelhantes as usadas
neste estudo foram encontradas em aguas superficiais para atrazina que pode
chegar a 2,85 mg/L (USEPA, 2016) e de 0,08 mg/L para tebuconazole (LEFRANCQ
et al., 2017). No Brasil de acordo o ministério da satde o valor maximo permitido na
agua potavel para atrazina é de 0,02 mg/L e para tebuconazole de 0,18 mg/L
(BRASIL, PORTARIA 2914/2011). Neste caso, a lei brasileira permite uma
concentracdo de tebuconazole maior do que a testada neste estudo. Dados como
estes mostram um cenario de exposicdo crénica subletal provavel para espécies nao
alvo, como os anfibios (USEPA, 2016).

A mortalidade dos individuos em concentracbes crbnicas pode ser
considerada alta. Apesar destes dados serem apenas em condi¢des laboratoriais, €
possivel pensar que em um ambiente natural, a morte de 21,11% dos expostos a
atrazina e 17,77 % a tebuconazole significaria diminuicdo da populagéo, e ao longo
do tempo, declinio da espécie. Physalaemus gracilis pode ser resistente a estes dois
agrotoxicos em relagdo a toxicidade aguda, mas a exposicdo a longo prazo em
doses crbnicas subletais causou mortalidade e efeitos na morfologia.

A exposigao a atrazina e tebuconazole ndo produziu diferenga no crescimento
€ massa nos girinos e esta de acordo com os resultados encontrados em Xenopus
laevis (COADY et al., 2005; SCAHILL, 2008) e Rana pipiens (ALLRAN & KARASOQOV,
2000). Apesar de relatos de que atrazina pode causar redugdo de comprimento e

peso em concentragdes subletais como encontrados em Xenopus laevis (SULLIVAN
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& SPENCE, 2003) e Hyla versicolor (DIANA et al., 2000). Diferentes resultados
refletem as respostas especificas da espécie para cada agrotéxico e 0 mecanismo
de desintoxicacdo envolvido dependendo da espécie considerada (TONI, 2010).

As alteracbes morfologicas identificadas em todas as concentracdes testadas
sdo sinais tipicos de toxicidade e podem ser consideradas malformacdes. Alteracdes
relacionadas a cavidade oral podem prejudicar a alimentagdo dos girinos e afetar a
sua capacidade de sobrevivéncia (DAVID et al., 2012). Malformacédo na boca, além
de outras anomalias, foram também encontradas em embrides e girinos de Rhinella
arenarum expostos a Atrazina (SVARTZ et al.,, 2012), como também foram
constatados em individuos expostos ao herbicida glifosato em Physalaemus cuvieri
e Rhinella icterica (ALMEIDA, 2014) e em girinos de Scinax nasicus (LAJMANOVICH
et al., 2003).

Outras alteracbes morfolégicas, como a deformacdo constatada no corpo dos
girinos expostos a atrazina caracteriza-se por uma retracdo nas areas laterais e
também foi encontrada por Iglesias (2015), em Physalaemus nattereri expostos ao
herbicida glifosato. Malformacdo no intestino ja foi relatado para Xenopus laevis
exposto a atrazina (LENKOWSKI et al., 2010) e Physalaemus cuvieri expostos ao
glifosato (ALMEIDA, 2014). Para tebuconazole, pouco foi realizado em relagédo a
malformacBes em anfibios. Embrides de Xenopus laevis, expostos aos fungicidas
triadimefon, cyproconazole e tebuconazole apresentaram desenvolvimento anormal
da cabeca e semelhantes alteracdes nas estruturas orais, como uma reducdo da
maxila e da mandibula (DI RENZO et al., 2011). Para girinos de Hyla intermedia
exposto a tebuconazole foi relatado anormalidades na boca além de outras
alteracdes como malformacdes da cauda e deficiéncia dos membros (BERNABO et
al., 2016). Casos de malformacdes causados por tebuconazole como microcefalia e
corpo atrofiado também foram relatados em embrides de Xenopus tropicalis (LI et
al., 2016). Outro fungicida testado na formulacdo comercial, Maxim® XL, causou
microcefalia e curvaturas axiais em Rhinella arenarum (SVARTZ et al., 2016).

Nem todos os girinos expostos as formulagbes comerciais de atrazina e
tebuconazole tiveram alteracdes morfolégicas. No entanto, todas as concentracdes
cronicas testadas causaram algum tipo de alteracdo. A sobrevivéncia foi de 78,8%
em atrazina e 82,2% em tebuconazole — e destes que sobreviveram, somente cerca
de metade nao apresentaram alteragcbes (52,1% em atrazina e 52,7% em

tebuconazole).
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Os efeitos de atrazina em anfibios ja foram bem documentados. E potencial
disruptor enddcrino (HAYES et al., 2002, 2003), afeta a metamorfose (FREEMAN &
RAYBUM, 2005). Produz alteracdes na atividade de enzimas antioxidantes como
reducdo de atividade Glutationa S-tranferase contatado em anfibios de L. ocellatus
(BRODEUR et al.,, 2011) e também €& responsavel pela producdo de danos
oxidativos as células causada pelo aumento de espécies reativas, as quais induzem
danos em varias macromoléculas, incluindo lipideos e proteinas (FALFUSHINSKA et
al., 2008; SNYDER et al., 2017). Além disso, produz anomalias gonodais (HAYES,
2002) como as encontradas em Rana clamitans (COADY et al., 2004) e Xenopus
laevis (CARR et al., 2003; TAVERA-MENDOZA et al., 2002), que pode prejudicar a
reproducdo em anfibios. Outros tipos de alteragcdes morfologicas foram causadas
pela atrazina, como edemas e deformacbes na cauda (ALLRAN & KARASOV,
2001), falta de pigmentagé&o e curvatura na coluna (SCAHILL, 2008) e malformagdes
dos membros (BRODEUR et al., 2011).

O problema disso é que esse herbicida € amplamente utilizado (SOLOMON et
al., 1996; ANDRUS et al., 2013; SNYDER et al., 2017) e apesar de ser um herbicida
relativamente moével e ndo se bioacumular de forma apreciavel, o mesmo é
persistente na agua e esta sujeito a degradacao biol6gica (SOLOMON et al., 1996).
As concentracBes de residuos nos ecossistemas aquaticos sdo maiores apos as
aplicacdes em areas agricolas (SOLOMON et al., 1996) e podem estar dentro das
faixas testadas em laboratério. Além disso, os anfibios desenvolvem-se nesses
locais que podem receber e concentrar atrazina (KNUTSON et al., 2004).

Ao contrario de atrazina, pouco se sabe sobre a toxicidade aguda e cronica
de tebuconazole em anfibios (POULSEN et al., 2015; BERNABO et al., 2016; LI et
al., 2016), apesar de ser um fungicida amplamente utilizado e encontrado no
ambiente (SMALLING et al., 2015). A falta de estudos sobre o efeito deste fungicida,
deixa duvidas sobre como espécies ndo alvo, como anfibios, sobrevivem em
ambientes contaminados.

Mortalidade e alteracdes morfolégicas foram os fatores analisados neste
estudo pela exposicdo a formulagcdo comercial de atrazina e tebuconazole. A
mortalidade causa diminuicdo nas populacdes e alteragbes morfoldgicas séo
malformacgdes que podem levar a dificuldade na alimentacédo e fuga de predadores
(SVARTZ et al., 2012). Physalaemus gracilis, assim como muitos anfibios, vive em

ambientes que tem dessecacdo rapida, e necessitam estar em condicbes
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adequadas para a metamorfose para a vida adulta. Esses ambientes I6ticos também
podem concentrar mais agrotoxicos, e neste caso, anfibios podem estar mais

sujeitos aos efeitos cronicos de exposicao (BLAUSTEIN et al., 2003).



5 CONCLUSAO

As formulagBes comerciais de atrazina e tebuconazole foram toxicas para
girinos de Physalaemus gracilis e a mortalidade foi significativamente maior nas
dosagens mais altas de ambos os agrotoxicos. A exposicao a doses crbnicas foram
suficientes para causar alteracdes morfoldégicas em todas as concentracfes testadas
principalmente na cavidade oral em Physalaemus gracilis e podem ser prejudiciais a
sobrevivéncia da espécie. Sugerimos que o0 uso dos agrotoxicos nas proximidades
de habitats de anfibios deva ser mais estudado, uma vez que o declinio de espécies
de anfibios pode ter impacto significativo nos ecossistemas naturais, pela
fundamental importancia dessas populacdes na dinamica tréfica e manutencéo do

ecossistema.
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3.2 CAPITULO 2

ALTERACOES BIOQUIMICAS EM GIRINOS DE Physalaemus gracilis
EXPOSTOS A ATRAZINA E TEBUCONAZOLE

Resumo

Os agrotoxicos, representados por substancias quimicas tem objetivo de controlar as
pragas agricolas. Entretanto podem ser prejudiciais aos sistemas biolégicos de
diversos organismos aquaticos. Neste sentido é importante avaliar esses efeitos
através de biomarcadores que fornecem informacbes sobre a resposta a
contaminantes em um organismo. Este estudo teve como obijetivo verificar os efeitos
do herbicida atrazina e do fungicida tebuconazole sobre o perfil antioxidante e
possivel dano oxidativo em girinos de Physalaemus gracilis. Foram realizados testes
de toxidade cronica nas seguintes concentracfes: atrazina (4,8, 1 e 0,5 mg/L) e
tebuconazole (0,15, 0,03 e 0,01 mg/L). Foram utilizados cinco girinos, mantidos em
um recipiente de vidro de 500 mL, em seis réplicas para cada tratamento de atrazina
e tebuconazole e seis réplicas para o controle, durante 21 dias. O “n” amostral foi de
seis sendo utilizado pool de cinco girinos em cada réplica. Ao final dos 21 dias de
exposicdo os girinos foram eutanasiados e mantidos sob congelamento em
nitrogénio liquido, apds cada pool de cinco girinos foram homogeneizados com
tampédo Tris-HCI| [50mM] pH 7,5. Este homogenato foi utilizado para todas as
andlises. Foram medidos: Enzima Acetilcolinesterase (AChE); Glutationa S-
tranferase (GST); Superéxido dismutase (SOD); Proteina carbonil; Substancias
reativas do acido tiobarbitirico (TBARS) e Tibis ndo protéicos (NPSH). Os girinos
expostos a atrazina e tebuconazole apresentaram inibicdo significativa da atividade
da AChE, aumento de atividade da GST e SOD. Também ocorreu aumento nos
niveis de proteina carbonil e TBARS. Nao foram observadas alteracdes em niveis de
NPSH. A exposicdo aos agrotoxicos testados desencadeou uma resposta
antioxidante representada pelo aumento da atividade das enzimas GST e SOD. O
dano oxidativo foi observado pelo aumento da peroxidacao lipidica e carbonilacdo de
proteinas em girinos de Physalaemus gracilis.

Palavras-chaves: Biomarcadores. Pardmetros enzimaticos. Dano oxidativo.



1 INTRODUCAO

A demanda por alimentos poderd futuramente resultar na conversdo de
ecossistemas naturais em areas agricolas, o que representaria aumento no uso de
agrotoxicos ao redor do mundo (BRODEUR et al, 2011). Os diferentes
agroquimicos, e ou agrotoxicos de diferentes classes e composicdo quimica ao
atingir recursos hidricos podem prejudicar espécies aquéticas bastante sensiveis a
contaminagdo do ambiente. Com isso, existe a necessidades de compreender e
avaliar os efeitos biologicos dessas substancias através do estudo de biomarcadores
em diferentes espécies que habitam ambientes aquaticos, incluindo anfibios
(ALPUCHE-GUAL & GOLD-BOUCHOT, 2008; SNYDER et al., 2017).

Os biomarcadores sdo definidos como alteracbes suborganicas, que ocorrem
em niveis celular, bioquimico, molecular ou fisiolégico, que podem ser mensuradas
em células, fluidos corporais, tecidos e 6rgaos dentro do organismo e que podem
ser indicativo de exposi¢cao ou efeito de um contaminante (VAN DER OOST, 2003;
LAM, 2009). Os biomarcadores bioquimicos sdo considerados ferramentas simples
de resposta a contaminantes e fornecem informacdes réapidas e precoces da
presenca de contaminantes no ambiente (AMORIM, 2003).

Os poluentes ambientais, podem provocar um aumento na producdo de
espécies reativas ao oxigénio (EROs), com reducdo de defesas antioxidantes em
organismos aquaticos, ocasionando assim, uma situacao de estresse oxidativo. O
estresse oxidativo é um processo fisiopatologico, que ocorre em situacdes em que
ha um desequilibrio entre a producdo de EROs e sua detoxificacdo pelos sistemas
antioxidantes enziméticos e ndo enziméticos presentes nos organismos (AHMAD et
al., 2000; FERREIRA et al.,, 2010). As EROs sé&o radicais livres ou moléculas
reativas instaveis formadas durante os processos de oxidagBes biologicas que
ocorrem nos diferentes organismos vivos no funcionamento normal das células.
Entretanto, seu excesso pode ser prejudicial, podendo causar danos oxidativos as
macromoléculas, peroxidacdo de lipidios da membrana e prejuizos ao
funcionamento da atividade das enzimas, podendo causar também oxidacdo de
proteinas (FALFUSHINSKA et al., 2008; CLASEN et al., 2012).



59

Para a defesa contra os danos oxidativos, o organismo animal possui
mecanismos antioxidantes, que podem ser: enzimaticas ou mecanismos de protecao
nao enzimaticos. Dentre as principais enzimas antioxidantes estdo as enzimas
superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT)
(NOCTOR & FOYER, 1998; ALMEIDA et al., 2007; OSSANA et al., 2013). A SOD é
uma das principais enzimas antioxidantes responsével pela primeira linha de defesa
da célula contra EROs, atuando na catalisacdo da reacédo de O,  em O, e H,0O,, Pelo
mecanismo de reacdo que se inicia com a reducdo da enzima pelo superoxido,
resultando na formacgao de oxigénio (SHARMA et al., 2012). A enzima glutationa S-
transferase (GST), uma enzima de biotransformacéo, catalisa a conjugacao da
molécula de glutationa a varias outras moléculas, e possuem um papel fundamental
em mecanismos de desintoxicacdo intracelular de compostos quimicos, como
herbicidas e fungicidas (CHELVANAYAGAM et al., 2001; FAROMBI et al., 2007;
MODESTO & MARTINEZ, 2010).

Para avaliar possiveis danos ao sistema nervoso, a avaliacdo da atividade da
enzima Acetilcolinesterase € de grande importancia. A inibicdo dessa enzima pode
afetar a locomocdo e o equilibrio em organismos expostos a pesticidas e pode
impedir a alimentacdo, os reflexos e o comportamento reprodutivo (MIRON et al.,
2005). A inibicdo da acetilcolinesterase afeta animais devido ao papel central desta
enzima para regular os niveis de acetilcolina neurotransmissor do sistema nervoso
central, e juncdo neuromuscular nas sinapses simpaticas (SANCHO et al., 2000).
Para peixes a inibicdo da acetilcolinesterase pode ser perigosa, principalmente por
atingir a atividade natatoria, comprometendo a alimentacdo e a fuga de seus
predadores (BALINT et al., 1995). Neste sentido, torna-se importante analisar os
efeitos de agroquimicos sobre a atividade da enzima AChE em outros organismos
aquaticos, em especifico os anfibios.

Além das enzimas antioxidantes que o organismo apresenta para neutralizar
as EROs, existem antioxidantes ndo-enzimaticos que auxiliam na defesa contra
radicais livres, que podem responder a contaminacdo ambiental com varia¢cdes nas
suas concentracdes (VAN DER OOST et al.,, 2003), entre eles podemos citar:
grupamentos tidis néo-proteicos (SH nao ligados a proteinas). A GSH (glutationa
reduzida) formada pela unido dos aminoacidos: glutamato, cisteina e glicina. Este
tripeptideo é o grupamento ndo-proteico mais abundante presente nas células

animais (OROPESA et al., 2009). A GSH esta envolvida em numerosos processos
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que sdo essenciais para as fungdes bioldgicas normais, como a sintese de DNA e
proteinas. Desse modo a sua oxidacdo pode diminuir a sintese proteica (MENEZES
et al.,, 2016). Também ajuda as células em seu processo de detoxificacéo,
protegendo as células através da conjugacdo com substancias toxicas, resultando
em um intermediario menos toxico, que pode ser excretado, reduzindo as injurias
nas células (MARAN et al., 2009).

Quando as defesas enzimaticas e ndo enzimaticas ndo sdo suficientes para
neutralizar a formacdo de EROs proveniente da metabolizacdo de produtos
enddgenos e exdgenos, causa ao organismo o estresse oxidativo. O dano oxidativo
causado afeta o funcionamento da célula, podendo afetar proteinas, causar
inativacdo de enzimas, peroxidacao lipidica e danos ao DNA (VALKO et al., 2006;
MONTEIRO et al., 2006). Como marcadores de estresse oxidativo podem ser
utilizados andlises dos niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbittrico
(TBARS), indicativo de peroxidagéo lipidica, bem como a dosagem do contetdo de
proteina carbonil (MENEZES et al., 2016).

A peroxidacao lipidica ocorre quando os radicais livres atacam o acido graxo
insaturado, causando danos na membrana celular, afetando sua estrutura e funcao
(TONI et al., 2011). Também pode ocorrer a formacdo de proteina carbonil. Os
EROs conduzem a mudanca da estrutura e fungcdo das proteinas em uma situacao
de estresse oxidativo (ALMROTH et al., 2005; SHAO et al., 2012).

Vérios estudos tém sido conduzidos no sentido de investigar alteracfes
bioguimicas provocadas em peixes expostos a pesticidas (MODESTO & MARTINEZ,
2010; FERREIRA et al., 2010; TONI et al., 2010, MENEZES et al.,, 2016a). No
entanto, ainda sdo escassos 0s trabalhos que abordam essas alteracbes em
anfibios anuros (ATTADEMO et al., 2011; DAVID et al., 2012; GRIPP et al., 2017;),
especificamente a toxicidade do herbicida atrazina e o fungicida tebuconazole em
Physalaemus gracilis. O conhecimento das respostas bioquimicas nesta espécie
pode servir como ferramenta, podendo no futuro ser empregada em programas para
avaliacao de risco ambiental.

O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos do herbicida atrazina e do
fungicida tebuconazole sobre o perfil antioxidante, medindo-se as enzimas:
acetilcolinesterase (AChE) , glutationa S-transferase (GST), e superdxido dismutase
(SOD), e os niveis de tidis ndo proteicos (NPSH) como antioxidante ndo enzimatico.

Investigar possivel dano oxidativo, medindo-se niveis de TBARS (substéncias
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reativas ao acido tiobarbiturico) e de proteina carbonil em girinos de Physalaemus

gracilis.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Agrotoxicos

Foram realizados testes de toxicidade aquatica utilizando os agrotéxicos,
atrazina, herbicida produto comercial Atrazina Siptran® SC 500 g/L e tebuconazole,

fungicida produto comercial Rival 200 EC 200 g/L.

2.2 Espécie teste

Foi selecionada a espécie Physalaemus gracilis, uma espécie de anfibios da
familia Leptodactylidae, conhecida popularmente por réd-chorona, com distribuicdo
geogréfica no Sul do Brasil, Argentina e Uruguai (LANGONE, 1994; Figura 1).

Figura 1 — A. Individuo adulto de Physalaemus gracilis. Fonte: www.ra-bugio.org.br
B. Girino de Physalaemus gracilis.

2.3 Teste Toxicoldgico

Foram realizados testes de toxidade cronica para atrazina e tebuconazole,

nas concentracoes 4,8, 1 e 0,5 mg/L para atrazina e 0,15, 0,03 e 0,01 mg/L para
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tebuconazole. Foram utilizados cinco girinos, mantidos em um recipiente de vidro de
500 mL, preparadas seis réplicas para cada tratamento de atrazina e tebuconazole e
seis réplicas para o controle, durante 21 dias. Os girinos foram alimentados uma vez
ao dia durante o teste, usando racao farelada, com no minimo 40% de proteina
bruta. Utilizou-se para os testes agua de poc¢o artesiano. A agua mantida na
temperatura de 23°C (+ 1 °C) e oxigénio dissolvido 5,0 (+ 1,0 mg/L). No laboratério

usou-se ar condicionado quente/frio mantida a temperatura entre 23 e 25 °C.

2.4 Andlises Bioquimicas

Ao final do teste crénico os girinos foram eutanasiados e mantidos sob
congelamento em nitrogénio liquido e enviados ao Laboratério de Toxicologia
Aquatica (LABTaq) da Universidade Federal de Santa Maria para andlises
bioquimicas. Foram medidos: Enzima Acetilcolisterase (AChE); Glutationa S-
tranferase (GST); Superoxido dismutase (SOD); Proteina carbonil; TBARS e Tibis
nao protéicos (NPSH).

Os girinos foram homogeneizados inteiros (50 mg) com tampao de Tris-HCI
[50mM] a pH 7,5 e centrifugado a 3000 rpm durante 10 min. Este homogenado foi
utilizado para todas as andlises seguintes. Todas as medidas foram feitas em

duplicata.

2.4.1 Atividade AChE

A atividade AChE foi medida utilizando o método descrito por Ellman et al.
(1961) com algumas modificagBes. As aliquotas de sobrenadante (0,1 mL) foram
incubadas a 30°C durante 2 min com uma solugcéo contendo tampéao de fosfato de
sédio 0,1 M pH 7,5 e 1 mM de DTNB. Apés o periodo de incubacao, a reacédo foi
iniciada pela adicdo de ASCH (0,5 mM). O volume final foi de 2,0 mL. A absorbancia

foi medida por espectrofotometria (espectrofotbmetro Femto Scan) a 412 nm,
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durante 2 min. A atividade da enzima foi expressa em pmol de ASCH
hidrolisado/min/mg de proteina.

2.4.2 Atividade GST

A atividade foi determinada nos girinos por uma modificacdo do procedimento
descrito por Habig et al. (1974). Esta analise foi realizada no espectrofotbmetro de
microplacas. A mistura de ensaio consistiu em 10 ul de homogenato, 150 pl de
tampéo de fosfato de potassio (TFK) [20 mM] a pH 6,5 (mantida a 37 ° C em um
banho de agua), 50 mL de glutationa reduzida (GSH) e 50 mL de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A absorbéncia foi determinada em modo
cinético a 340 nm durante 2 minutos. A atividade de GST foi determinada utilizando
o coeficiente de extingdo de 9,6 mM/cm e expressa em pmol de GS-DNB/min/mg de

proteina.

2.4.3 Atividade SOD

Atividade de SOD foi realizada em girinos por modificagdo de Misra &
Fridovich (1972). Este método foi baseado na inibicdo da reacdo de radical
superéxido com adrenalina. A SOD presente na amostra compete com o sistema de
deteccao para o radical superéxido. A oxidacédo de adrenalina conduz a formacao do
produto colorido, adrenocromo, que € detectado utilizando um espectrofotdmetro.
Volumes distintos de homogeneizado (5, 10, 15 e 20 uL) foram pipetados para
microplacas e 190, 185, 180 e 175 pl de NaOH glicina-[50 mM] pH 10,6 (mantida a
37°C em banho de agua), respectivamente, e 5 uL da adrenalina [60 mM]. A
absorbéancia foi lida em modo de cinética a 480 nm durante 10 minutos. A atividade
da SOD foi expresso em Ul SOD proteina/mg. Uma unidade de SOD foi definida

como a quantidade de enzima que inibe a oxidacao da adrenalina em 50%.
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2.4.4 Niveis de NPSH

Niveis de NPSH foram determinados nos girinos por uma modificacdo do
método de Ellman (1959). 100 pL do homogeneizado foi misturado com 100 uL de
acido tricloroacético a 10% (TCA), seguido por centrifugagdo a 3000 rpm durante 10
min. O homogenado desproteinizado, foi pipetado na proporcdo de 30 pl para
microplaca, 70 pL de agua destilada, 100 pL de tampéo de fosfato de potassio (TFK)
[50 mM] pH 7,0, e 10 pl de &cido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzéico) (DTNB) [10 milimetros].
A microplaca foi incubada no escuro durante 20 minutos. A absorbancia foi lida em

412 nm. Niveis de NPSH foram expressas como pmol SH/g de tecido.

2.4.5 Ensaio de Proteina Carbonilada

Os niveis de proteina carbonilada foram dosados nos girinos por modificacdo
do método descrito por Yan et al. (1995). No ensaio 200 uL do homogeneizado
misturados & 800 pl de agua destilada e 150 ul de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH)
[10 nm] em &cido cloridrico 2N foram incubados no escuro em temperatura
ambiente. Apés incubacdo durante 60 minutos, foram adicionados sequencialmente:
125 pL de dodecilsulfato de soédio (SDS) a 3%, 500 mL de etanol e 500 mL de
heptano. Esta mistura foi agitada em vortice durante 30 segundos e centrifugou-se a
3000 rpm durante 15 minutos. Em seguida, a proteina isolada a partir da interface foi
lavado por ressuspensdo em etanol/acetato de etilo (1:1). Depois adicionou-se 250
pL de SDS a 3% e agitadas novamente. A mistura foi pipetada para uma microplaca.
O ensaio foi realizado em duplicata e um tubo em branco incubadas com HCI 2N
sem DNPH foi incluida para cada amostra. A absorbancia foi medida em modo
endpoint a 370 nm. O total de carbonilacdo foi calculada usando um coeficiente de
extincdo molar de 22.000 M/cm. O conteudo carbonil proteina foi expressa como
nmol de proteina carbonilada/mg.

2.4.6 Estimativa de peroxidacao lipidica
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A peroxidacdo lipidica foi medida nos girinos por a producdo de Acido
Tiobarbitarico Espécies Reativas (TBARS) e de acordo com método Buege & Aust
(1978) com algumas modificagbes. 100 pL do homogeneizado foi misturado com 100
mL de TCA a 10%, seguido por centrifugacdo a 3000 rpm durante 10 min. 100 ul de
sobrenadante foi misturado com 100 mL de acido 2-tiobarbitdrico (TBA) [0,67%]. A
mistura foi incubada a 100°C, durante 30 minutos. 150 pl do sobrenadante foi
pipetado para microplacas. A absorbancia foi lida em modo de ponto final a 532 nm.
A peroxidacao lipidica (LPO) foi expressa em nmol de MDA/mg proteina.

2.5 Andlises dos Dados

Os parametros bioquimicos foram analisados utilizando anélise de variancia
unidirecional (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey e
expressas como média + erro padrdo. As diferencas foram consideradas
significativas a um nivel de probabilidade de P <0,05 entre tratamentos e controle.

Para realizacdo das analises foi utilizado o software GraphPad prism.



3 RESULTADOS

3.1 Atividade da enzima AChE

Os girinos expostos a 0,5 mg/L de atrazina apresentaram inibicao significativa
da atividade AChE em comparacdo ao grupo controle, mas os expostos a 1 e 4,8
mg/L ndo mostraram diferenca em relagcdo ao controle (Figura 2). A comparacao
entre os tratamentos com atrazina mostrou que a atividade da AChE aumentou com
0 aumento da concentracdo do herbicida.

Na exposicdo a tebuconazole ocorreu inibicdo da atividade AChE. Ocorreu
inibicdo em todas as concentracdes testadas em comparagdo com 0 grupo controle
(Figura 3). Ocorrendo diferenca na concentracdo 0,15 mg/L comparado aos demais

tratamentos.
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Figura 2 - Atividade AChE em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao herbicida atrazina. Os
dados representam a média + SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferencas significativas em
relacao ao grupo controle (p < 0,05).
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Figura 3 - Atividade AChE em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao fungicida tebuconazole.
Os dados representam a média + SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferencas significativas em
relagéo ao grupo controle (p < 0,05).

3.2 Atividade da enzima GST

A exposicdo a atrazina aumentou a atividade GST nas concentracdes 1 e 4,8
mg/L e ndo mudou para 0,5 mg/L em comparagdo com o grupo controle. A atividade
foi maior nas duas concentracdes mais altas testadas (Figura 4). Na exposicdo ao
tebuconazole a atividade foi mantida nos valores do controle em girinos expostos a
0,03 mg/L e aumentou em 0,01 e 0,15 mg/L comparado ao grupo controle. A
atividade da GST foi maior na concentracdo de 0,15 mg/L comparado aos outros
tratamentos (Figura 5).
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Figura 4 - Atividade GST em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao herbicida atrazina. Os
dados representam a média + SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferencgas significativas em
relagao ao grupo controle (p < 0,05).

£ 0.4-
o)
I c
a
o 0.3 T
£
e
S b
% a 1
o
0 0.14
o
©
€ 0.0-
Control [0.01] [0.03] [0.15]

Figura 5 — Atividade GST em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao fungicida tebuconazole. Os
dados representam a média + SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenc¢as significativas em
relacdo ao grupo controle (p < 0,05).

3.3 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

Atividade SOD aumentou na concentragao 4,8 mg/L na exposicdo a atrazina,
nao diferindo nas demais concentracbes quando comparados ao controle (Figura 6).
Nos girinos expostos a tebuconazole ndo ocorreu diferenga significativa na atividade

da SOD entre as concentrac¢des testadas com o grupo controle (Figura 7).
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Figura 6 — Atividade SOD em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao herbicida atrazina. Os
dados representam a média + SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferencgas significativas em
relagao ao grupo controle (p < 0,05).
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Figura 7 — Atividade SOD em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao fungicida tebuconazole. Os
dados representam a média + SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferencgas significativas em
relacdo ao grupo controle (p < 0,05).

3.4 Niveis de tidis ndo protéicos (NPSH)

A exposicdo a atrazina ou a tebuconazole ndo mostrou quaisquer alteracdes

nos niveis de NPSH para todos os grupos expostos (figuras 8 e 9).
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Figura 8 — NPSH em girinos de Physalemus gracilis expostos ao herbicida atrazina. Os dados
representam a média + SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferengas significativas em relagéo ao
grupo controle (p < 0,05).
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Figura 9 — NPSH em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao fungicida tebuconazole. Os dados
representam a média + SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferengas significativas em relagao ao
grupo controle (p < 0,05).

3.5 Proteina Carbonilada

Os niveis de proteina carbonil aumentaram em todas as concentragbes em
girinos expostos a atrazina comparado ao grupo controle, ndo ocorrendo diferenca
entre as concentragoes testadas (Figura 10). Nos girinos expostos ao tebuconazole
nao ocorreu alteracdo nos niveis de proteina carbonil em 0,01 mg/L. Entretanto,
ocorreu aumento significativo em 0,03 e 0,15 mg/L em comparacdo ao grupo

controle (Figura 11).
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Figura 10 — Carbonil em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao herbicida atrazina. Os dados
representam a média + SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferengas significativas em relagéo ao
grupo controle (p < 0,05).
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Figura 11 — Carbonil em girinos de Physalemus gracilis expostos ao fungicida tebuconazole. Os
dados representam a média + SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenc¢as significativas em
relacdo ao grupo controle (p < 0,05).

3.6 TBARS

Os girinos expostos a 1 e 4,8 mg/L de atrazina apresentaram niveis mais
elevados de TBARS em comparacdo ao grupo controle, mas naqueles expostos a
0,5 mg/L ndo houve diferenga em relagdo aos valores do controle (Figura 12). Os

girinos expostos ao tebuconazole apresentaram niveis mais elevados de TBARS em
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0,15 mg/L. Nas concentragbes 0,01 e 0,03 mg/L ndo foram observadas alteracdes
nos niveis de TBARS comparados ao controle (Figura 13).
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Figura 12 — TBARS em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao herbicida atrazina. Os dados
representam a média + SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferengas significativas em relagao ao
grupo controle (p < 0,05).
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Figura 13 — TBARS em girinos de Physalemus gracilis expostos ao fungicida tebuconazole. Os dados
representam a média + SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenc¢as significativas em relagdo ao
grupo controle (p < 0,05).



4 DISCUSSAO

Os agrotoxicos podem induzir dano oxidativo através de varios mecanismos,
tais como inativacdo de antioxidantes e enzimas associadas, levando a diminui¢ao
do potencial antioxidante. Outro mecanismo seria 0 aumento da geragdo de
espécies reativas de oxigénio, causando danos as macromoléculas, e modificacao
de processos essenciais (BLAHOVA, 2013).

Apos 21 dias de exposicdo verificou-se inibicdo da atividade da AChE em
girinos expostos a 0,5 mg/L de atrazina e em todas as concentragdes testadas de
tebuconazole. Os efeitos inibitérios mostrados neste trabalho em girinos para esta
enzima representam o acumulo do neurotransmissor acetilcolina na fenda sinaptica.
Para corroborar os resultados mostrando a relacdo entre a inibicdo enzimatica e
efeitos no comportamento dos girinos observou-se neste estudo que 0s animais
expostos aos agrotoxicos apresentaram letargia, reducdo no movimento natatério,
bem como nado erratico e desorientagcdo. Resultados semelhantes foram
encontrados para girinos de Pelophylax ridibundus Pseudepidalea viridis e Xenopus
laevis mostrando inibicdo de acetilcolinesterase quando expostos ao inseticida
methidathion (GUNGORDU et al., 2016). A inibicdo da acetilcolinesterase é um
efeito comum em girinos expostos a agrotoxicos. A atividade da AChE foi reduzida
em Rana ridibunda exposta ao fungicida carbamato (FALFUSHINSKA et al., 2008).
Em outras classes de vertebrados como os peixes, observa-se reducdo da atividade
de AChE em carpas expostas a atrazina e ao inseticida clorpirifos (XING et al.,
2010). Schmidel et al. (2014) também verificou inibicdo da acetilcolinesterase em
cérebro de zebrafish expostos a atrazina. Os herbicidas clomazone e propanil
também causaram inibicdo da acetilcolinesterase em cérebro e musculo de carpas
expostas a herbicidas utilizados na cultura do arroz irrigado, e expostos nas
condicdes de cultivo do arroz (MORAES et al., 2007; MORAES et al., 2009). Vérias
classes de agrotoxicos usados na rotina agricola, como o glifosato inibem a
atividade cerebral e muscular de jundias Rhamdia quelen (GLUSCZAK et al., 2007)
e piavas Leporinus obtusidens (GLUSCZAK, et al., 2006). Os efeitos classicos da

exposicao de organismos aquaticos a agrotoxicos de uma forma geral remetem a
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efeitos inibitérios. Quando a atividade desta enzima € reduzida, a acetilcolina ndo é
hidrolisada e permanece acumulada nas sinapses, alterando todo o funcionamento
normal do sistema nervoso (DUTTA & ARENDS, 2003). O acumulo de acetilcolina
devido a reducdo da atividade da enzima AChE pode afetar a locomocédo e o
equilibrio de organismos e, consequentemente, o comportamento de fuga,
interferindo diretamente na sobrevivéncia da espécie (BRETAUD et al.,, 2000;
MORAES et al.,, 2009). De fato, os efeitos observados tanto para exposi¢cdo dos
girinos a atrazina como tebuconazole estdo de acordo com o reportado na literatura
acerca dos efeitos de agrotoxicos em organismos aquaticos.

Neste estudo, a exposi¢do aos agrotoxicos atrazina e tebuconazole causaram
alteracdes no perfil antioxidante de girinos de Physalaemus gracilis. Os niveis de
GST aumentaram na exposi¢ao a atrazina nas concentracdes mais altas. Observou-
se também um aumento da atividade na exposicdo ao tebuconazole nas
concentracbes de 0,01 e 0,15 mg/L, quando comparados ao grupo controle. Estes
resultados de forma geral, estdo de acordo com o ja demonstrado na literatura, onde
a atividade da GST pode ser alterada em locais poluidos e que a presenca de
contaminantes organicos pode levar ao aumento da atividade desta enzima
(MACHALA et al., 1998). O aumento da atividade GST é uma resposta esperada
uma vez gque esta enzima esta envolvida na biotransformacao de varios poluentes e
tem funcdo importante na protecdo dos tecidos contra os efeitos de xenobioticos
(FERRARI et al., 2007; WANG et al., 2009). Os resultados do presente estudo estao
de acordo com relatos da literatura considerando outros agrotoxicos em girinos
expostos, onde também foi constatado o aumento da atividade da GST. Girinos de
Pelophylax ridibundus e Xenopus laevis expostos ao methidathion mostraram
aumento de GST (GUNGORDU et al., 2013; GUNGORDU et al., 2016), assim como
Bufo regularis expostos a endosulfan e diazinon (EZEMONYE & TONGO, 2010). Em
contrapartida, levando em consideracdo as diferencas inerentes a cada espécie e
classe quimica de agrotoxico, foram relatados inibicdo da GST em Rhinella
arenarum (LAJMANOVICH et al., 2011), Bufo viridis e Xenopus laevis (GUNGORDU
et al.,, 2016) expostos a glifosato e Scinax fuscovarius expostos a fipronil
(MARGARIDO et al., 2013). Em um estudo de campo onde foram comparadas as
atividades de GST em anfibios adultos coletados em &reas de cultivo de soja e
campos ndo impactados. Os autores relataram a inibicdo da GST hepatica nos

animais coletados nas areas de cultivos, onde foram expostos a cipermetrina,
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endosulfan, clorpirifés, atrazina e glifosato (BRODEUR, et al., 2011). Devido ao
papel que as GSTs desempenham, a inducdo destas enzimas sao consideradas
como benéfico para lidar com uma condicdo de estresse. A inibicdo da GST pode
ser causada por falha do processo de desintoxicacdo e o desenvolvimento de dano
oxidativo (CATTANEO et al.,, 2012). Estudos com peixes também mostraram a
inibicdo da atividade da GST por atrazina (MELA et al., 2013) e tebuconazole (TONI
et al., 2011). Recentemente Snyder e colaboradores (2017) verificaram que a
exposicdo a atrazina interfere negativamente em varias rotas metabdlicas
associadas com a obtencdo de energia e metabolismo de purinas em duas espécies
de anfibios: Anaxirus americanus e Hyla versicolor. O presente estudo mostra
claramente a resposta dos girinos, aumentando a atividade da GST que atua
detoxificando o organismo de contaminantes quimicos. Neste caso a espécie
Physalaemus gracilis do estudo, foi capaz de remover pelo menos parcialmente
possiveis residuos de atrazina ou tebuconazole, mostrando uma resposta positiva
em relacdo ao acumulo destes agroquimicos no organismo.

Entre as enzimas chave para a desintoxicacdo de ROS em todos os
organismos, a superéxido dismutase (SOD) é essencial para a conversao de ROS
em metabolitos inofensivos e pode ser aumentada ou inibida sob estresse quimico
(TONI et al., 2011; TONI et al., 2013). Neste estudo, somente a concentracdo mais
alta do herbicida atrazina causou aumento na atividade SOD. Possivelmente
concentracfes mais baixas de atrazina, bem como a exposicéo ao tebuconazole néo
foram suficientes para causar alteracdes na atividade da superdxido dismutase
neste estudo. O aumento na atividade de enzimas antioxidantes contribui para a
eliminacdo de ROS, que séo induzidos por exposi¢do a xenobidticos. O aumento de
enzimas como a SOD esta relacionado as adaptacdes do organismo em situacées
de estresse induzida por contaminantes (LIVINGSTONE, 2001; BLAHOVA et al.,
2013). Em girinos de Bufo bufo gargarizans expostos a um inseticida (spirotetramat)
usado em culturas de vegetais e frutas, foi observado aumento da atividade da SOD
em 4 dias de exposicdo (YIN et al.,, 2014). Girinos de Lithobates catesbeiana
expostos a glifosato também apresentaram aumento da atividade da SOD em figado
(COSTA et al.,, 2008). Estudos com peixes também demostraram aumento de
atividades da enzima SOD quando expostos a atrazina (BLAHOVA et al., 2013;

NWANI et al., 2010). No presente estudo, a atrazina n&o altera a atividade da SOD
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em 0,5 e 1,0 mg/L, assim como Rhamdia quelen ndo apresentou alteracdo na
atividade SOD quando exposto a atrazina (MELA et al., 2013).

Os tidis nao protéicos (NPSH) em sua maioria, representados pela glutationa
(GSH), possuem um papel central na defesa antioxidante, contribuindo para uma
série de processos, tais como a limpeza de radicais livres, reducdo de peroxidos e
desintoxicacdo de compostos quimicos (CNUBBEN et al., 2001). No presente
estudo, ndo ocorreram alteracbes nos niveis de NPSH para todos os grupos
expostos a atrazina e tebuconazole. Esta resposta ndo representa uma defesa
contra os efeitos dos agrotoxicos testados e esta de acordo com um estudo de
campo onde, ndo houve alteracdo nos niveis de GSH em anfibios adultos coletados
em lavouras de soja (BRODEUR et al., 2011). Girinos de Rhinella arenarum também
apresentaram reducdo de GSH quando expostas a diferentes concentracbes do
inseticida azinfos metilo (ROSENBAUM et al., 2012). Estudos com peixes mostraram
respostas diferentes, o aumento de niveis de tidis ndo proteicos em Channa
punctata em exposicéo ao inseticida deltametrina (KAUR et al., 2011) e reducdo na
exposicao ao fungicida propiconazole (TABASSUM et al., 2016).

A exposicdo a atrazina causou oxidacdo de proteinas nos girinos. Este efeito
foi observado pelo aumento de proteina carbonil em todas as concentracdes de
atrazina testadas, quando comparadas ao controle. Observou-se também um
aumento de proteina carbonil na exposi¢cdo ao tebuconazole nas concentracdes de
0,03 e 0,15 mg/L. A oxidacdo de proteinas observada no presente estudo pode ser
causada pelo aumento de espécies reativas, as quais induzem danos em varias
macromoléculas, incluindo lipideos e proteinas. Espécies reativas de oxigénio (ROS)
sdo formadas continuamente nos organismos vivos, devido aos processos de
oxidacOes bioldgicas e posteriormente de acordo com a quantidade formada, causa
dano oxidativo nos organismos. De uma forma geral o aumento de ROS induz a uma
oxidacdo de proteinas (OLIVER, 1987; VALAVANIDIS et al., 2006; FERREIRA et
al., 2010; TONI et al., 2010). O aumento de proteina carbonil observado no presente
estudo estd de acordo com o papel proposto para a proteina carbonil como um
indicador de danos celulares. A exposicdo ao tebuconazole também causou
aumento de proteina carbonil em Rhandia quelen (FERREIRA et al.,, 2010).
Oxidacdo de proteinas também foi encontrado em Channa punctata expostos ao
fungicida propiconazole (TABASSUM et al.,, 2016), como também em carpas

(Cyprinus carpio) expostas ao herbicida clomazone (CATTANEO et al., 2012). A
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carbonilacéo de proteinas observada no presente estudo pode estar relacionada ao
aumento de niveis de TBARS devido a formacao de ROS. Neste estudo, também foi
verificado o aumento dos niveis de TBARS nas concentracfes mais altas: 1 e 4,8
mg/L de atrazina e 0,15 mg/L de tebuconazole, sugerindo dano lipidico aos tecidos
dos girinos. A alteracdo nas atividades de peroxidagao lipidica € um dos principais
processos de estresse oxidativo causado por xenobi6ticos como agrotdxicos em
organismos aquaticos (NWANI et al., 2013).

A geracdo de TBARS causado pela exposicédo dos girinos nas concentracoes
mais altas de atrazina e tebuconazole é uma clara indicacéo de peroxidacao lipidica.
Os niveis de TBARS aumentados encontrados indicam claro dano oxidativo, pois as
defesas antioxidantes do animal ndo foram suficientes para neutralizar os ROS,
levando a ocorréncia de peroxidacdo lipidica. A auséncia de efeito nas
concentracfes mais baixas na geracdo de TBARS indicam que Physalaemus gracilis
resistiu ao dano lipidico através de outros mecanismos antioxidantes, prevenindo um
aumento da peroxidacao lipidica. Um dos mecanismos pode ser a detoxificacao
através da GST, enzima que apresentou aumento de atividade para ambos
agrotoxicos testados. Produtos lipofilicos da biotransformacéo de certos xenobidticos
sdo conjugados com a glutationa reduzida (GSH) pela enzima glutationa S-
transferase (GST), formando produtos mais solUveis e, facilitando a excrecdo dos
mesmos (TRIDICO et al., 2010). Este pode ser um mecanismo utilizado pelos girinos
para prevenir a peroxidacao lipidica observada no presente estudo.

Resultados semelhantes foram observados em outros trabalhos que relatam
aumento nos niveis de peroxidacao lipidica em organismos aquaticos expostos a
diferentes tipos de contaminantes. Por exemplo, houve aumento na peroxidacéo
lipidica em girinos expostos aos herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac (COSTA
et al., 2008; DAVID et al., 2012; DORNELLES & OLIVEIRA, 2014). Em estudos com
peixes foi confirmada elevado nivel de peroxidacéo lipidica em resposta a exposi¢cao
a atrazina (ELIA et al., 2002; NWANI et al., 2010) e também aos herbicidas glifosato
(GLUSCZAK et al., 2007) e clomazone (CRESTANI et al., 2007; CATTANEO et al.,
2012). Resultados semelhantes foram observados na exposi¢cao a tebuconazole em
Rhandia quelen (FERREIRA et al., 2010) e Cyprinus carpio (TONI et al., 2011) e em
Channa punctata expostos ao fungicida propiconazole (TABASSUM et al., 2016).

As respostas aos danos oxidativos causados por estressores ambientais sdo

um mecanismo adaptativo que permite a sobrevivéncia dos organismos.
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Dependendo da intensidade do estressor, os animais podem ser incapazes de
tolerar as mudancas que se seguem e exibir reacdes tais como inibicdo do
crescimento, reproducdo ou resposta imunitaria reduzida (LIMA al.,, 2006;
DORNELLES & OLIVEIRA, 2016). O uso de reservas de energia para manter a
homeostase e a sobrevivéncia dos animais pode influenciar outros parametros
biologicos, tais como desenvolvimento e sucesso reprodutivo (DORNELLES &
OLIVEIRA, 2016). Em resumo a exposicdo ao herbicida atrazina e ao fungicida
tebuconazole induz dano oxidativo em Physalaemus gracilis expostos em condigao
in vivo. A espécie mostrou uma clara resposta aos danos oxidativos gerados pela
exposicdo aos agrotoxicos, e os marcadores de dano e antioxidantes utilizados
poderdo ser utilizados futuramente em estudos de campo para avaliacdo de areas

impactadas.



5 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que atrazina e tebuconazole podem causar efeitos
indutores de dano oxidativo em girinos de Physalaemus gracilis. O aumento da
peroxidacao lipidica e proteina carbonil sugere que os danos oxidativos induzidos
afetam lipideos e proteinas podendo causar danos & atividade enzimatica devido a
oxidacao de proteinas. A utilizacdo de biomarcadores é uma ferramenta importante
para avaliar a sensibilidade de uma espécie em seu ambiente, pois a resposta a
diferentes compostos sdo especificos de cada espécie. Nossos resultados
mostraram o0 potencial de atrazina e tebuconazole para causar dano oxidativo

durante o estagio larval de Physalaemus gracilis.
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CONCLUSOES

e Em termos de toxidade aguda o fungicida com principio ativo tebuconazole
mostrou-se mais toxico para a espécie Physalaemus gracilis comparado ao

principio ativo atrazina.

e Os agrotoxicos atrazina e tebuconazole foram toxicos para Physalaemus
gracilis e a mortalidade dos girinos foi maior nas dosagens mais altas de

ambos os agrotoxicos.

e O comprimento e peso dos girinos nao foram afetados na exposi¢cao aos
dois agrotoxicos em estudo.

e As doses subletais causaram deformidades em todas as concentragcdes
testadas para ambos agrotoxicos, principalmente na cavidade oral desta

espécie.

e A inibicdo da atividade AChE representam o0 acumulo do
neurotransmissor acetilcolina na fenda sindptica causado pelo efeito

toxico dos agrotoxicos.

e A exposicdo aos agrotoxicos causaram alteracdes no perfil antioxidante
dos girinos de Physalaemus gracilis, observado pelo aumento da
atividade GST que evidencia a tentativa de biotransformacédo e protecao
dos tecidos contra os efeitos dos agrotdéxicos. Também ocorreu aumento
da atividade SOD que pode estar relacionado com a tentativa de

neutralizar as EROs.

e Nao foram observadas alteracbes nos tidis. Esta resposta nao

representa uma defesa contra os efeitos dos agrotoxicos testados.



O aumento dos niveis de TBARS e carbonilacdo de proteinas
evidenciam uma situacédo de dano oxidativo para os dois agrotéxicos em

estudo.
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ANEXO A - TABELA DE CLASSIFICACAO DE GOSNER (1960)
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ANEXO B — AUTORIZACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL

@

Servico Publico Federal
Ministerio da Educagao
Universidade Federal da Fronteira Sul

CR 019/CEUA/UFFS/2015

Realeza/PR, 10/11/2015.

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacdo da toxicidade de Atrazina,
Cypermetrina e Tebuconazol em girinos de Rhinela icterina (Anura: Bufonidae) ¢ Physalaemus
cuvieri (Anura: Leptodactylidae)”. protocolo n® 23205.003458/2015-12, sob a responsabilidade de
Marilia Teresinha Hartmann — que envolve a produg¢do, manuten¢do e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794. de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009. ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA). e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICANO
USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS, em reunido
realizada dia 09/11/2015.

N° da Solicitagdo ou 50398.
Autorizagio SISBIO
Atividade (s) Animal teste ou animal modelo para estudos de ecotoxicologia

envolvendo o Atrazina. Cypermetrina ¢

Tebuconazole.

agroquimico

Espécies/Grupos Taxondmicos  Physalaemus cuvieri e Rhinela icterica.
Os animais serdo mantidos em Laboratérios de Ecologia e
Conservagdo — UFFS Campus Erechim.

Local (is)

Atenciosamente,
/\/DL,’CL 0C TACAO DA CEUA-COMISSAQ
- ETICA NO. LSO DE ‘\N[MA'S
L Dcm\e/ Maria SotlSAdE'\adq federal da Fronteira Sul-UFr =
( uurdumduru da CEUA/UFFS

UFFS - Campus Realeza:
Avenida Edmundo Galevski, 1000 | Acesso pela Rodovia PR 182, km 466

) UNIVERSIDADE
FRONTEIRA suL

Realeza « Parana « Brasil « CEP 85770-000 « Caixa Postal 253
Telefone (46) 3543 8300
www. uffs.edu.br



ANEXO C — AUTORIZACAO PARA ATIVIDADES COM FINALIDADE
CIENTIFICA PELO ICMBio.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 50398-1 Data da Emissao: 28/09/2015 17:23 Data para Revalidacao*: 27/10/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Marilia Teresinha Hartmann CPF: 507.015.680-20

Titulo do Projeto: Avaliacao da toxicidade de Atrazina, Cypermetrina e Tebuconazol em girinos

Nome da Instituicao : UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL CNPJ: 11.234.780/0001-50

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 [ Levantamento bibliografico 09/2015 09/2016
2 | Reconhecimento de espécie de anuros, coleta de desovas 09/2015 05/2016
3 | Criacao de girinos para experimentos 09/2015 05/2016
4 | Testes de ecotoxicidade 10/2015 05/2016
5 | Testes de genotoxicidade 11/2015 05/2016
6 | Analise dos dados 12/2015 07/2016
7 | Confeccao de relatdrios e artigos cientificos para publicacoes 06/2016 09/2017

Observacoes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusao ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizacao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizacao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservacao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacao
federal cujo processo de regularizacao fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucao Normativa ICMBIio n® 03/2014 ou na Instrucao Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizacao, nao podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizacao para envio ao exterior de material biolégico nao consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servicos on-line -
Licenca para importacao ou exportacao de flora e fauna - CITES e nao CITES).

O titular de licenca ou autorizacao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 |ao grupo taxonomico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
de populacoes do grupo taxonomico de interesse em condicao in situ.

O titular de autorizacao ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violacao da legislacao vigente, ou quando da inadequacao,
6 | omissao ou falsa descricao de informacoes relevantes que subsidiaram a expedicao do ato, podera, mediante decisao motivada, ter a autorizacao ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBIo, nos termos da legislacao brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislacao que dispoe sobre acesso a componente do patrimonio genético existente no territorio nacional, na
7 | plataforma continental e na zona economica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimonio genético, para fins de pesquisa cientfica,
bioprospeccao e desenvolvimento tecnologico. Veja maiores informacoes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizacao devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicoes, as condicoes para realizacao das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

T)Para os testes de toxicidade, este projeto contempla a obtencao de girinos a partir de desovas (amostra biol6gica) a serem coletadas na
natureza;
2)As coletas in situ de adultos dar-se-ao no mimero maximo de dez (10)exemplares para cada familia contemplada do projeto,visando a

1 obtencao de espécimes-testemunhos;
3)Esta Autorizacao SISBio nao insenta a proponente,e demais membros da equipe, de obter o parecer do CEUA/Universidade Federal da
Fronteira Sul, quanto aos procedimentos laboratoriais que visam a realizacao dos testes de toxicidade.
Equipe
[#] Nome | Funcao [CPF [ Doc. N i |
| 1| Camila Fatima Rutkoski | Pesquisador 1 027.916.900-00 7112056333 SSP-RS | Brasileira |

Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucao Normativa n° 03/2014. Através do codigo
de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacao: 67992447 “'ll’”l ‘”m ‘”m"‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 50398-1 Data da Emissao: 28/09/2015 17:23 Data para Revalidacao*: 27/10/2016
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
Nome: Marilia Teresinha Hartmann CPF: 507.015.680-20

Titulo do Projeto: Avaliacao da toxicidade de Atrazina, Cypermetrina e Tebuconazol em girinos

Nome da Instituicao : UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL CNPJ: 11.234.780/0001-50
2 | Paulo Afonso Hartmann Pesquisador 673.713.450-53 3047730977 SSP-RS Brasileira
3 | Guilherme Victor Vanzetto Pesquisador 020.914.760-13 7090408761 SESP-RS Brasileira
4 | Grégori Betiato Bieniek Pesquisador 018.118.170-33 5105014657 SJS-RS Brasileira
5 | Cassiane Kolcenti Pesquisador 994.974.840-20 7070318824 SSP-RS Brasileira
6 | Paola Flores Sturza Pesquisadora 020.403.930-48 1098515073 ssp-RS Brasileira

Locais onde as atividades de campo serao executadas

[#] Municipio [ UF _[Descricao do local [Tipo |
|1 _[ERECHIM |RS | Pocas temporarias dentro da UFFS (Universidade) | Fora de UC Federal |

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1 | Captura de animais silvestres in situ Bufonidae, Leiuperidae, Hylidae
2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Hylidae, Leiuperidae, Bufonidae
3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Leiuperidae (*Qtde: 10), Hylidae (*Qtde: 10), Bufonidae (*Qtde: 10)
4 Manute_nc_ao temporaria (até 24 meses) de vertebrados silvestres Bufonidae, Hylidae, Leiuperidae
em cativeiro

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservacao, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

[1_TAmostras biolégicas (Anfibios) [ Ovos, Sangue |
|2_| Método de captura/coleta (Anfibios) | Captura manual |

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
1 | UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL colecao
2 | UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA colecao

Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucao Normativa n°® 03/2014. Através do codigo
de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacao: 67992447 “’“H‘l ‘”m ‘l “l‘"‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
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Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 50398-1 Data da Emissao: 28/09/2015 17:23 Data para Revalidacao*: 27/10/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Marilia Teresinha Hartmann CPF: 507.015.680-20

Titulo do Projeto: Avaliacao da toxicidade de Atrazina, Cypermetrina e Tebuconazol em girinos

Nome da Instituicao : UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL |CNPJ: 11.234.780/0001-50

Registro de coleta imprevista de material bioloégico

De acordo com a Instrucao Normativa n° 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizacao ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasiao da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacao ou da licenca permanente com a devida
anotacao. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéao bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecoes Biologicas (CCBIO).

Taxon® Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucao Normativa n° 03/2014. Através do codigo
de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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