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RESUMO

A expansdo agricola e o consumo de agrotoxicos em especial do herbicida Glifosato tém
aumentado em valores alarmantes no Brasil e mundo. Em relagéo a isso surge uma grande
preocupacdo sobre como animais ndo alvo sdo afetados por esses quimicos. Dentre 0s
vertebrados que mais tem sido ameagados pelos agrotdxicos, estdo os anfibios, que devido a
sua fisiologia e habitos de vida sdo suscetiveis a contaminacgédo aquatica, e vém enfrentando
declinio no numero de espécies nas Ultimas décadas. O presente estudo avaliou os efeitos
agudos e cronicos (toxicos e genotoxicos) de uma formulacdo comercial de Glifosato sobre
girinos de duas espécies de anfibios anuros nativos da América do Sul Physalaemus cuvieri
e Physalaemus gracilis. Os girinos foram submetidos a concentracdes ambientalmente
relevantes e permitidas pela legislacdo brasileira. A partir de andlises morfoldgicas
constatou-se que o Glifosato causou alteragfes morfoldgicas principalemente na boca,
intestino, cauda e membros, além de problemas no desenvolvimento dos girinos, como
girinos menores e com atrasos de metamorfose. No ensaio de genotoxicidade, ocorreu
alteracdo na frequéncia de aparecimento ou formagdo de Microndcleos e outras
anormalidades nucleares eritrociticas (ENASs) significativas em relacdo ao controle,
indicando danos genotdxicos. Este estudo mostrou que concentragdes ambientalmente
relevantes de Glifosato (65, 144, 280, 500, 700 e 1000ug/L) em periodos curtos de tempo
foram capazes de causar anormalidades morfolGgicas e eritrocitarias em girinos das duas
espécies estudadas.

Palavras Chave: Anfibios nativos, Alteracdes morfoldgicas, Herbicida, Toxicidade em
girinos, Genotoxicidade em grinos.



ABSTRAT

Agricultural expansion and consumption of agrochemicals in particular of the herbicide
Glyphosate have increased in alarming values in Brazil and worldwide. In relation to this
arises a great concern about how non-target animals are affected by these chemicals. Among
the vertebrates that have been most threatened by agrochemicals are amphibians, which due
to their physiology and life habits are susceptible to aquatic contamination, and have been
facing decline in the number of species in the last decades. The present study evaluated the
acute and chronic effects (toxic and genotoxic) of a commercial formulation of Glyphosate
on two species of tadpole of native anuran amphibians from South America Physalaemus
cuvieri and Physalaemus gracilis. The tadpoles were submitted to concentrations that are
environmentally relevant and allowed by Brazilian legislation. From morphological analyzes
it was verified that Glyphosate caused morphological changes mainly in the mouth, intestine,
tail, limbs, besides problems in the development of the tadpoles, as minor tadpoles and with
metamorphosis delays. In the genotoxicity test, the caused a change in the frequency of
formation of Micronuclei and other significant Erythrocyte Nuclear Abnormalities (ENAS)
compared to the control, indicating genotoxic damages. This study shows that
environmentally relevant concentrations of glyphosate in short periods of time are capable
of causing morphological and erythrocyte abnormalities in both species studied.

Keywords: Amphibians natives, Morphological changes, Herbicide, Toxicity in tadpoles,
Genotoxicity in tadpoles.
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INTRODUGCAO GERAL

As vendas anuais de agrotoxicos no Brasil mais que dobraram entre os anos 2000 e
2013 (aumentando de 246.284,53 ton em 2000 para 495.764,55 ton em 2013), com
crescimento acentuado na regido Centro-Sul do Pais (IBGE 2015). O Estado do Rio Grande
do Sul configura-se como o quarto estado de maior volume de vendas de agrotoxicos
(IBAMA, 2013).

No Brasil os agrotoxicos sdo classificados e rotulados por grau de toxicidade em
relacdo ao homem e/ou ambiente. De acordo com o decreto n°® 4074/2002 de | a IV os
agrotoxicos podem ser: extremamente toxico (l), altamente téxico (11), medianamente toxico
(111) e pouco téxico (VI) (Brasil. Lei n° 7802/1989, Decreto Federal n° 4074/2002; Carneiro
et al. 2012). De acordo com a 62 edicdo dos Indicadores de Desenvolvimento Sustentavel
(IDS) do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE 2015), os produtos
classificados como medianamente toxicos sdo os mais vendidos no Pais (64,1%), seguidos
dos produtos altamente toxicos (27,7%).

A Convencao de Estocolmo sobre Poluentes Organicos Persistentes indica que 10
dos 12 produtos quimicos mais perigosos e persistentes em agua potavel sdo os agrotoxicos
(Hassan et al. 2015). A contaminacdo aquéatica pode ocorrer através da dispersdao dos
agrotoxicos por adsor¢do, lixiviacdo e erosdo com escoamento, assim como por via direta,
quando herbicidas sdo utilizados para controle de plantas aquaticas (Solomon et al. 2014).
Os agrotoxicos presentes na dgua penetram nos organismos aquaticos de diversas formas,
sendo as principais pela derme, branquias e boca (Tomita 2002). Especificamente os anfibios
anuros podem ser afetados tanto nas fases de girino, (entrando em contato com suas
branquias e boca), como na fase de adulto (penetrando em sua pele altamente permeavel).

Independentemente da concentracdo do contaminante no meio aquético, 0s
organismos podem apresentar processos de acumulacdo, chamados de bioconcentragdo ou
bioacumulac¢éo, quando o foco é organismo; e biomagnificacdo quando se aborda a cadeia
tréfica (Costa 2008). A bioacumulagéo de certas substancias nos organismos pode ter efeitos
mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos (Spadotto et al. 2004). Estes efeitos mostram
que praticas agricolas intensivas podem ser altamente impactantes ao ambiente e estéo
diretamente relacionadas a reducdo da biodiversidade mesmo em concentracdes baixas
(Grisolia 2005).

O Glifosato é o principio ativo mais utilizado em agrotoxicos no mundo devido a sua

alta eficacia no controle de ervas daninhas. Recentemente seu uso aumentou devido ao
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cultivo de plantas geneticamente modificadas, resistentes ao Glifosato (Howe et al. 2004;
Relyea e Jones 2009). O herbicida Roundup® possui registro em mais de 130 paises, sendo
0 mais vendido no mundo para o controle de plantas daninhas em pré-plantio das lavouras
(Monsanto 2017).

Ainda que considerado seguro em ambientes terrestres, por ter alto potencial
biodegradavel e de adsor¢do (USEPA 1993), alguns estudos relatam que o Glifosato pode
ocasionar alteracBes no equilibrio da microfauna do solo, retardo no desenvolvimento e
bioacumulacdo em Oligochaeta; além de reduzir a populacéo de insetos e aves (Cox 1995;
Andréa 2004; Santos et al. 2005). Estudos feitos com algas resultaram em alta mortalidade
e inibicdo de crescimento quando expostas ao Glifosato (Turgut e Fomin 2002; Tsui e Chu
2003; Vendrell et al. 2009). Também foram observadas alteragbes no crescimento e
metabolismo de moluscos (Tate et al. 2000) e alteracdes nas atividades enzimaticas e
mortalidade de peixes (Glusczak et al. 2007; Evrard et al. 2010; Salbego et al. 2010).

Os anfibios sdo os vertebrados mais ameagados de extin¢do em todo o mundo e vém
sofrendo uma queda no nimero de especies em grandes proporcoes desde a década de 1980
(Almeida 2014). Esta reducdo do nimero de espécies e dos tamanhos das populacdes pode
estar atrelada a uma variedade de influéncias antropogénicas (Collins e Storfer 2003),
principalmente no que diz respeito a contaminagdo das aguas por agroquimicos ou outros
poluentes de origem antrépica (Reeves 2014).

Anfibios sdo dependentes do ambiente aquatico, principalmente para a reproducdo e
desenvolvimento dos estagios iniciais de vida. Devido a sua pele ser altamente permeéavel
sdo vulneraveis a contaminacao quimica, principalmente proveniente da poluicdo das aguas
por agrotdxicos (Hayes et al. 2006). De acordo com Arcaute et al. (2014) além da
suscetibilidade a doencas e outros problemas a nivel de desenvolvimento, a exposicdo a
agrotoxicos pode induzir efeitos mais relevantes como lesdes genéticas no DNA. Ensaios de
laboratério encontraram correlages positivas com a exposicao a pesticidas e aumento de
problemas genotoxicos em anfibios (Lajmanovich et al. 2005, 2014; Pérez — Iglesias 2015).

Estudos tem mostrado que o Glifosato e outros agroquimicos vem afetando anfibios
anuros de diversas formas. Podem bioacumular (Smalling et al. 2015), causar perturbacdes
so sistema enddcrino (Mcmahon et al. 2013; Poulsen et al. 2015), alteracbes na laringe
(Shenoy 2012) e perda de estrutura cartilaginosa (Schultz et al. 1985; Riggin e Schultz 1986;
Lajmanovich et al. 1998, 2003), atrasos na metamorfose (Bernabo et al. 2016) e alteracdes
morfologicas (Muniswamy et al. 2012). Substancias quimicas bioacumuladas na fase

aquatica podem permanecer concentradas durante a metamorfose, com transmissao de
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contaminantes através das fronteiras ecoldgicas (agua e sedimento para plantas e animais).
Esta transferéncia é relevante para a prole subsequente, ocorrendo também a passagem de
contaminantes para 0s ovos (Metts et al. 2013).

Os ensaios ecotoxicologicos sao realizados com organismos indicadores, que devido
as suas caracteristicas de pequeno limite de tolerancia ecologica a determinadas substancias
quimicas, apresentam alguma alteracdo, seja ela fisioldégica, morfoldgica ou
comportamental, quando expostos a determinados poluentes. Estes ensaios sao denominados
de bioensaios ou ensaios bioldgicos (Magalhédes e Filho 2008; Rubinger 2009). Dentre os
vertebrados, os estudos de ecotoxicologia aquatica sdo realizados geralmente com peixes
(Ghisi e Cestari 2013; Roy et al. 2016; Sobjak et al. 2017) e anfibios (Muniswamy et al.
2012; David e Kartheek 2015; Polo - Cavia et al. 2016). Anfibios sdo de particular
importancia para estudos toxicolégicos devido a sua sensibilidade a substancias quimicas,
tanto na &gua como no solo, suas caracteristicas bioldgicas (pele permeavel, ovos sem casca)
e ciclo de vida (metamorfose e fase mais sensivel na &gua), além das interagdes ecoldgicas
no ambiente aquético e terrestre (Daszak et al. 2003; Relyea et al. 2006).

Os ensaios toxicologicos podem ser agudos e crénicos. Os ensaios agudos, visam
avaliar letalidade (sobrevivéncia ou nao dos organismos) em um curto periodo em relagédo
ao ciclo de vida de um determinado organismo. (Rand e Petrocelli 1985). Estes ensaios tém
como objetivo verificar a mortalidade ou imobilidade que geralmente é expressa para 50%
dos organismos por EC50, DL50, LC50. Ja os ensaios de toxicidade crénica dependem
diretamente dos resultados dos ensaios de toxicidade aguda, uma vez que as concentracdes
subletais séo calculadas a partir da CL50. Comparado com 0s ensaios agudos, estes ensaios
sdo mais sensiveis a diluicdo esperada em amostras ambientais. Avaliam a acdo dos
poluentes cujo efeito traduz-se pela resposta a um estimulo que continua por longo tempo
(Rand e Potrocelli 1985). Geralmente este tipo de ensaio permite a sobrevivéncia do
organismo, mas afeta uma ou varias de suas fungdes bioldgicas, interferindo, por exemplo,
na reproducdo, desenvolvimento de ovos, no crescimento entre outras anomalias (Magalh&es
e Filho 2008).

Existem poucos estudos referentes ao efeito de contaminantes em anfibios Sul
Americanos (e.g. Zocche et al. 2013; Wolkowicz et al. 2014; Curi et al. 2017; Peltzer et al.
2017), especialmente agrotoxicos (e.g. Svartz et al. 2012; Arcaute et al. 2014; Lajmanovich
et al. 2014). No Brasil, 0s estudos nesta area sao recentes e poucos grupos de pesquisa se
dedicam a utilizar anfibios como animais modelos para efeitos de agrotoxicos (e.g. Oliveira

2016; Rissoli 2016; Macagnan et al. 2017). O Brasil possui a maior diversidade de espécies
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de anfibios do mundo, com 1026 descritas (Sociedade Brasileira De Herpetologia 2015), ao
mesmo tempo é um dos lideres mundiais de consumo de agrotoxicos (Faria et al. 2007).
Esses fatos mostram a necessidade de estudos ecotoxicoldgicos com este grupo de
vertebrados.

Physalaemus € um dos maiores géneros da familia Leptodactylidae (Lourenco et al.
2015). Atualmente contem 47 espécies reconhecidas (Frost 2017), distribuidas pela regido
norte e central da Argentina; Bolivia oriental; Paraguai; Uruguai; Brasil e as Guianas; terras
baixas do sul da Venezuela e Ilanos do sudeste da Colémbia (Frost 2017). As espécies
Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis, possuem habitos de reproducao e distribuicao
geogréfica semelhantes. Atualmente sdo classificadas na Lista Vermelha como Menos
Preocupantes (LC — Least-Concern) devido a sua ampla gama de habitats, sendo conhecidas
no Sul, Sudeste, Nordeste e Regido Central do Brasil, além da Argentina, Paraguai e Uruguai
(Langone 1994; Mijares et al. 2010; Herpeto.org 2017).

Os ambientes de preferéncia para reproducdo e o desenvolvimento larvario sdo os
corpos d’agua lénticos, como banhados e piscinas naturais temporéarias. Estas espécies
depositam seus ovos proXimos ou entre a vegetacdo, em massas de espuma que produzem
ao bater as pernas na agua durante o amplexo (Barreto e Andrade 1995). Estes ambientes
sdo comumente associados as areas de agricultura, o que pode facilitar a contaminagéo por
agrotoxicos em seus ambientes de reproducédo (Achaval e Olmos 2003; Lenhardt et al. 2015).
Por esses motivos e por tolerarem bem ambientes antropizados, as duas espécies constituem
bons modelos para avaliacdo da suscetibilidade de espécies nativas a agrotoxicos.

O presente estudo foi dividido em dois capitulos. No primeiro capitulo, intitulado
“Efeito agudo e crénico do herbicida Glifosato em Physalaemus cuvieri e Physalaemus
gracilis (Anura: Leptodactylidae)”, foi avaliada a sobrevivéncia, desenvolvimento e
alteracdes morfoldgicas nestas duas espécies. No segundo capitulo, intitulado
“Concentracbes ambientais de Glifosato tem potencial genotoxico em anfibios? Efeito de
uma formulacdo comercial de Glifosato em Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis
(Anura, Leptodactyidae) ” foram analisados possiveis danos genéticos a partir de ensaio de
frequéncia de Microndcleo em girinos das duas espécies submetidas aos ensaios cronicos

com Glifosato.



18

REFERENCIAS

Almeida PR (2014) Toxicidade aguda (Ic50) e efeitos comportamentais e morfoldgicos do
formulado comercial Roundup Original DI em girinos de Physalaemus cuvieri (Anura,
Leptodactylidae) e Rhinella icterica (Anura, Bufonidae). Dissertation, Universidade Federal

de Alfenas (in Portuguese)

Amarante JOP, Santos TCR, Brito NM, Ribeiro ML (2002) Glifosato: propriedades,
toxicidade, usos e legislacdo. Quimica Nova 25:589-593. do0i:10.1590/S0100-
40422002000400014 (in Portuguese)

Andréa MM, Papini S, Peres TB, Bazarin S, Savoy VLT, Matallo MB (2004) Glyphosate:
influéncia na biota do solo e acdo de minhocas sobre sua dissipacdo em terra agricola. Planta
Daninha 22:95-100. doi:10.1590/S0100-83582004000100012 (in Portuguese)

Arcaute CR, Pérez IJM, Nikoloff N, Natale GS, Natale S, Soloneski S, Larramendy ML
(2014) Genotoxicity evaluation of the insecticide imidacloprid on circulatingblood cells of
Montevideo tree frog Hypsiboas pulchellus tadpoles (Anura, Hylidae) by comet and
micronucleus bioassays C. Ecological Indicators 45:632-639. doi:
10.1016/j.ecolind.2014.05.034

Bernabd |, Guardia A, Macirella R, Sesti S, Crescente A, Brunelli E (2016) Effects of long-
term exposure to two fungicides, pyrimethanil and tebuconazole, on survival and life history

traits of Italian tree frog Hyla intermedia. Aquatic Toxicology 5666

Bridges CM, Semlitsch RD (1999) Linking environmental contaminants and amphibian
population declines. The Glade 2:3-5

Calviello G, Piccioni E, Boninsegna A, Tedesco B, Maggiano N, Serini S, Wolf FI, Palozza
P (2006) DNA damage and apoptosis induction by the pesticide Mancozeb in rat cells:
involvement of the oxidative mechanism. Toxicology and Applied Pharmacology 211, 87—
96

Collins JP, Storfer A (2003) Amphibian declines: sorting the hypotheses. Diversity and
Distributions 9:89-98



19

Curi LM, Peltzer PM, Martinuzzi C, Attademo MA, Seib S, Simoniello MF, Lajmanovich
RC (2017) Altered development, oxidative stress and DNA damage in Leptodactylus
chaquensis (Anura: Leptodactylidae) larvae exposed to poultry litter Ecotoxicology and
Environ Saf 143:62-71. doi: 10.1016/j.ecoenv.2017.05.007

Daszak P, Cunningham AA, Hyatt AD (2003) Emerging infectious disease and amphibian
population declines. Diversity and Distributions 9:141-150

David M, Kartheek RM (2015) Malathion acute toxicity in tadpoles of Duttaphrynus
melanostictus,  morphological and  behavioural. The J of Basic &
Appl Zoology 72:1-7. doi:10.1016/j.jobaz.2015.01.004

Davidson C, Shaffer HB, Jennings MR (2001) Declines of the California red-legged frog:
climate, UV-B, habitat, and pesticides hypotheses. Ecological Applications 11:464-479.
d0i:10.1890/1051-0761(2001)011[0464:DOTCRL]2.0.CO;2

Evrard E, Marchand J, Theron M. Pichavant-Rafini K, Durand G, Quiniou L, Laroche J
(2010) Impacts of mixtures of herbicides on molecular and physiological responses of the
European flounder Platichthys flesus. Comparative Biochemistry and Physiology 152:321-
331. doi:10.1016/j.cbpc.2010.05.009

Faria NMX, Fassa AG, Facchini LZ (2007) Intoxicacdo por agrotdxicos no Brasil: 0s
sistemas oficiais de informacdo e desafios para realizacdo de estudos epidemioldgicos.
Ciéncia e Saude Coletiva 12:25-38. do0i:10.1590/S1413-81232007000100008 (in

Portuguese)

Ghisi NC, Cestari MM (2013) Genotoxic effects of the herbicide Roundup® in the fish
Corydoras paleatus (Jenyns 1842) after short-term, environmentally low concentration
exposure. Environ Monit Assess (2013) 185:3201-3207. doi:10.1007/s10661-012-2783-x

Glusczak L, Miron DS, Moraes BS, Simbes RR, Schetinger MRC, Morsch VM, Loro VL
(2007) Acute effects of glyphosate herbicide on metabolic and enzymatic parameters of
silver catfish Rhamdia quelen. Comp Biochem Physiol C 146:519-524. doi:10.1016/j.
cbpc.2007.06.004

Grisa FT, Ortiz KS, Geremias D, Thiesen FV (2008) Avaliagdo da contaminacdo por
organofosforados em aguas superficiais no municipio de Rondinha - Rio Grande do Sul.
Quimica Nova 31:1631-1635. doi:10.1590/S0100-40422008000700006 (in Portuguese)



20

Grisolia CK (2005) Agrotoxicos: mutaces, cancer e reproducdo. UNB. Brasilia, Brasil, pp

392 (in Portuguese)

Harper EB, Rittenhouse TAG, Semlitsch RD (2008) Demographic consequences of
terrestrial habitat loss for pool-breeding amphibians: predicting extinction risks associated
with inadequate size of buffer zones. Conserv. Biol. 22, 1205-1215.

Hartmann MT, Hartmann PA, Haddad CFB (2010) Reproductive modes and fecundity of an
assemblage of anuran amphibians in the Atlantic rainforest, Brazil. Iheringia 3:207-215. doi:
10.1590/S0073-47212010000300004

Hatch AC, Blaustein AR (2000) Combined effects of UV-B, nitrate, and low pH reduce the
survival and activity level of larval cascades frogs Rana cascadae. Arch Environ
Contamination and Toxicology 39:494-499. doi:10.1007/s002440010132

Hayes TB, Stuart AA, Mendoza M, Collins A, Noriega N, Vonk A, Johnston G, Liu R,
Kpodzo D (2006) Characterization of atrazine induced gonadal malformations and effects
of an androgen antagonist (Cyproterone acetate) and exogenous estrogen (estradiol 17p):
support for the demasculinization/feminization hypothesis. Environ Health Perspect
114:134-141. doi:10.1289/ehp.8067

Herpeto.org (2017) Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis. Disponivel em:
<http://br.herpeto.org/anfibios/anura/physalaemus-cuvieri/>. Accessed in 12 march 2017.

IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis.
Boletim de comercializagdo de agrotoxicos e afins, histérico de vendas de 2000 a 2012
(2013).https://www.icict.fiocruz.br/sites/www.icict.fiocruz.br/files/IBAMA _boletim%20de
%20comercializacao_2000_2012.pdf. Accessed in 26 april 2017 (in Portuguese)

Lajmanovich RC, Zaguiitc MF, Casco VH (1998) Paraquat tolerance and alteration of
internal gills structures of Scinax nasicus tadpoles (Anura: Hylidae). Environ Contamination
and Toxicology 34:364-369. doi:10.1007/s002449900331

Lajmanovich RC, Sandoval MT, Peltzer PM (2003) Induction of Mortality and
Malformation in Scinax nasicus Tadpoles Exposed to Glyphosate Formulations. Environ
Contamination and Toxicology 70:612-618. doi:10.1007/s00128-003-0029-x

Lajmanovich RC, Cabagna M, Peltzer PM, Stringhini GA, Attademo AM (2005)
Micronucleus induction in erythrocytes of the Hyla pulchella tadpoles (Amphibia: Hylidae)



21

exposed to insecticide endosulfan. Mutation Research 587:67-72.
doi:10.1016/j.mrgentox.2005.08.001

Lajmanovich RC, Cabagna-Zenklusen MC, Attademo AM, Junges CM, Peltzer PM, Basso
A, Lorenzatti E (2014) Induction of micronuclei and nuclear abnormalities in tadpoles of
thecommon toad Rhinella arenarum treated with the herbicidesLiberty®and glufosinate-
ammonium. Mutation Research 769:7-12. doi: 10.1016/j.mrgentox.2014.04.009

Langone JA (1994) Ranas y sapos del Uruguay (reconocimiento y aspectos bioldgicos).
Museo Damaso Antonio Larrafiaga, Montevideo, Uruguay (In Spanish)

Lips KR (1998) Decline of a tropical montane amphibian fauna. Conservation Biology
12:106-117

Lourenco LB, Targueta CP, Baldo D, Nascimento J, Garcia PCA, Andrade GV, Haddad
CFB, Recco-Pimentel SM (2015) Phylogeny of Frogs From The Genus Physalaemus (anura,
Leptodactylidae) Inferred From Mitochondrial And Nuclear Gene Sequences. Academic
Press Inc Elsevier Science. doi:10.1016/j.ympev.2015.06.011

Macagnan N, Rutkoski CF, Kolcenti C, Vanzetto GV, Macagnan LP, Sturza PF, Hartmann
PA, Hartmann MT (2017) Toxicity of cypermethrin and deltamethrin insecticides on
embryos and larvae of Physalaemus gracilis (Anura: Leptodactylidae). Environ Science and
Pollut Res 24:20699-20704. doi:10.1007/s11356-017-9727-5

Mcmahon TA, Romansic JM, Rohr JR (2013) Nonmonotonic and monotonic effects of
pesticides on the pathogenic fungus Batrachochytrium dendrobatidis in culture and on
tadpoles. Environ. Sci. Technol. n.47, p.7958-7964

Magalhdes DP, Filho ASF (2008) Ecotoxicologia como ferramenta no biomonitoramento de

ecossistemas aquaticos. Oecol Bras 12:355-381. (in Portuguese)

Mijares A, Rodrigues MT, Baldo D (2010) Physalaemus cuvieri. IUCN Red List.
http://www.iucnredlist.org/details/57250/0. Accessed in 23 March 2017

Muniswamy D, Shambanagouda R, Vineetkumar K, Ramesh H (2012) Behavioral,
morphological deformities and biomarkers of oxidative damage as indicators of sublethal
cypermethrin intoxication on the tadpoles of D. melanostictus (Schneider, 1799). Pesticide
Biochemistry and Physiology 103:127-137. doi:10.1016/j.pestbp.2012.04.009



22

Peltzer PM, Lajmanovich RC, Attademo AM, Junges CM, Teglia CM, Martinuzzi C, Curi
L, Culzoni MJ, Goicoechea HC (2017) Ecotoxicity of veterinary enrofloxacin and
ciprofloxacin antibiotics on anuran amphibian larvae. Environ Toxicol Pharmacol 51:114-
123. doi:10.1016/j.etap.2017.01.021

Pérez-Iglesias JM, Soloneski S, Nikoloff N, Natale GS, Larramendy ML (2015) Toxicand
genotoxic effects of the imazethapyr-based herbicide for- mulation PivotHs on
montevideotreefrog Hypsiboas pulchellus tad-poles (Anura, Hylidae) Ecotoxicol and
Environ Saf 119:15-24. doi:10.1016/j.ecoenv.2015.04.045

Polo-Cavia N, Burraco P, Gomez-Mestre | (2016) Low levels of chemical anthropogenic
pollution may threaten amphibians by impairing predator recognition. Aquatic Toxicology
172:30-35. doi:10.1016/j.aquatox.2015.12.019

Rand GM, Petrocelli SR (1985) Fundamentals of aquatic toxicology: Methods and
applications. Hemisphere Publishing. New York, United States

Reeves RA (2014) Amphibian stress, survival, and habitat quality in restored agricultural

wetlands in central lowa. Tese, State University Ames, lowa

Relyea RA (2006) Response to Letters to the Editor: The impact of insecticides and
herbicides on the biodiversity and productivity of aquatic communities. Ecol Appl 16:2027—
2034

Relyea RA, Jones DK (2009) The toxicity of Roundup Original Max® to 13 species of larval
amphibians. Environ Toxicology and Chemistry 13:2004-2008. doi:10.1897/09-021.1

Rissoli RZ, Abdalla FC, Costa MJ, Rantin FT, McKenzie DJ, Kalinin AL (2016) Effects of
glyphosate and the glyphosate based herbicides Roundup Original® and Roundup
Transorb® on respiratory morphophysiology of bullfrog tadpoles. Chemosphere 156:37-44.
doi:10.1016/j.chemosphere.2016.04.083

Roy NM, Ochs J, Zambrzycka E, Ariann A (2016) Glyphosate induces cardiovascular
toxicity in Danio rerio. Environ Toxicology and Pharmacology 46:292-300.
doi:10.1016/j.etap.2016.08.010

Salbego J, Pretto A, Gioda C, De Menezes C, Lazzari R, Radiinz NJ, Baldisserotto B, Loro
V (2010) Herbicide Formulation with Glyphosate Affects Growth, Acetylcholinesterase


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peltzer%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28233700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lajmanovich%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28233700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Attademo%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28233700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Junges%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28233700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Teglia%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28233700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinuzzi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28233700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Curi%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28233700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Curi%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28233700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Culzoni%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28233700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goicoechea%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28233700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28233700

23

Activity, and Metabolic and Hematological parameters in Piava (Leporinus obtusidens).
Arch Environ Contam Toxicol 58:740-745. doi:10.1007/s00244-009-9464-y

Shenoy K (2012) Environmentally realistic exposure to the herbicide atrazine alters some
sexually  selected  traits in male  guppies. Plos One  07:01-10.
doi:10.1371/journal.pone.0030611

Sobjak TM, Romdo S, Do Nascimento CZ, Dos Santos AFP, Vogel L, Guimardes ATB
(2017) Assessment of the oxidative and neurotoxic effects of glyphosate pesticide on the
larvae of Rhamdia quelen fish. Chemosphere 182:267-275.
doi:10.1016/j.chemosphere.2017.05.031

Sociedade Brasileira De Herpetologia 2015
http://www.sbherpetologia.org.br/index.php/anfibios. Accessed in 16 may 2017. (in

Portuguese)

Svartz GV, Herkovits J, Coll CSP (2012) Sublethal effects of atrazine on embryo-larval
development of Rhinella arenarum (Anura: Bufonidae).
Ecotoxicol. doi: 10.1007/s10646-012-0880-9

Tate T, Jackson R, Christian F (2000). Effects of glyphosate and dalapon on total free amino
acid profiles of Pseudosuccinea columella Snails. Bull Environ Contamination Toxicology
64:258-262

Tsui MTK, Chu LM (2003) Aquatic toxicity of glyphosate-based formulations: comparison
between different organisms and the effects of environmental factors. Chemosphere
52:1189-1197. d0i:10.1016/S0045-6535(03)00306-0

Turgut C, Fomin A (2002) Sensitivity of the rooted macrophyte Myriophyllum aquaticum
(Vell.) Verdcourt to seventeen pesticides determined on the basis of EC50. Bull Environ
Contamination Toxicology 69:601-608. doi:10.1007/s00128-002-0103-9

Vendrell E, Ferraz DG, Sabater C, Carrasco JM (2009) Effect of glyphosate on growth of
four freshwater species of phytoplankton: a microplate bioassay. Bull Environ
Contamination Toxicology 82:538-42. doi:10.1007/s00128-009-9674-z

Wauchope RD, Buttler TM, Hornsby AG, Augustijn-Beckers PW, Burt JP (1992) The
SCS/ARS/CES pesticide properties database for environmental decision making. Rev

Environ Contamination Toxicology 123:1-155



24

Wolkowicz IRH, Herkovits J, Pérez CCS (2014) Stage-dependent toxicity of bisphenol a
on Rhinella arenarum (anura, bufonidae) embryos and larvae. Environ Toxicology 29:146-
154. doi:10.1002/tox.20781

Young BE, Boucher TM; Chanson JS, Cox NA, Stuart SN (2004) Joyas que estan
desapareciendo: el estado de los anfibios en el Nuevo Mundo. Nature Serve. Arlington,
Virginia

Zocche JJ, Damiani AP, Hainzenreder G, Mendonca RA, Peres PB, Santos CE, Debastiani
R, Dias JF, Andrade VM (2013) Assessment of heavy metal content and DNA damage in

Hypsiboas faber (Anuran Amphibian) in coal open-casting mine. Environ Toxicology
Pharmacol 36:194-201. doi:10.1016/j.etap.2013.03.015



25

CAPITULO 1

EFEITO AGUDO E CRONICO DO HERBICIDA GLIFOSATO EM Physalaemus
cuvieri e Physalaemus gracilis (ANURA: LEPTODACTYLIDAE)

RESUMO

Anfibios anuros vém enfrentando um declinio populacional nos Gltimos anos, que esta
atrelado a diversas causas, entre elas, a perda de habitat e a poluicdo dos ambientes aquaticos,
provenientes de quimicos agricolas. Os agrotdxicos mais utilizados nas lavouras atualmente
séo herbicidas e entre os herbicidas mais utilizados no mundo esta o Glifosato. Herbicidas
sdo considerados seguros a biota, porém, tém se mostrado perigosos para espécies nao alvo,
incluindo anfibios. O presente estudo avaliou os efeitos agudos e crénicos de uma
formulacdo comercial de Glifosato sobre girinos de duas espécies de anfibios anuros nativos
da América do Sul, Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis. Para tanto, foram coletadas
desovas em meio natural e encaminhadas ao Laboratério de Ecologia e Conservacao da
Universidade Federal Fronteira Sul — UFFS, onde foram mantidas em condi¢6es controladas.
Os ensaios toxicoldgicos agudos e crénicos iniciaram no estagio 25 de Gosner (1960). A
CLso-96n foi de 1360ug/L para P. cuvieri e 1530ug/L para P. gracilis. Nos ensaios cronicos
0s girinos foram submetidos a doses permitidas pela legislacdo brasileira e a concentracdes
encontradas em ambientes naturais, para aguas do Brasil e Argentina (65, 144, 280, 500, 700
e 1000ug/L). Nos ensaios de desenvolvimento até metamorfose os girinos foram submetidos
a concentracdo 280ug/L, permitida pela legislacéo brasileira (Conama 357/2005) para aguas
de classe 11, que fazem parte de locais semelhantes aos habitats utilizados por estes animais
em época reprodutiva. Os ensaios subletais de 14 dias ocasionaram efeitos agudos de
mortalidade a partir de 48 horas de exposi¢do para as duas espécies em estudo. O Glifosato
causou malformacdes em praticamente todas as concentracdes testadas. Nos ensaios de
desenvolvimento metamorfico foi observado retardo da metamorfose para as duas espécies
expostas, permanecendo em climax metamorfico por uma média de 8 dias a mais do que o
controle, bem como ocorreram anormalidades nos membros posteriores e cauda. Nas
analises de avaliacdo de risco, a Maxima Concentracdo de Toxicante aceitavel (Maximum
Acceptable Toxicant Concentration — MATC) de Glifosato para mortalidade e malformacéo
foi menor do que é permitido para aguas brasileiras. A formulagdo de Glifosato testada nesta
pesquisa apresentou alto risco ambiental agudo e crdnico para as duas espécies estudadas.

Palavras Chave: Anuros, Glifosato, Risco ambiental agudo, Toxicidade em girinos.
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INTRODUCAO

O aumento no uso de agroquimicos para producdo agricola tem despertado grande
preocupacdo a populacéo, principalmente no que diz respeito a contaminacao dos recursos
hidricos (Thompson et al. 2007; Ribeiro et al. 2013). A presenca de agrotéxicos em
ecossistemas naturais pode ser resultado de ampla aplicagéo destes produtos; aplicagéo ao
longo de muitos anos, e 0 armazenamento de pesticidas com a data vencida em locais
inadequados (Konstantinou et al. 2006; Hildenbrandt et al. 2008; Foit et al. 2010). Estima-
se que mais de 90% dos agrotoxicos aplicados convencionalmente nao atingem seu alvo, em
um tempo definido, nas quantidades precisas (Singh et al. 2009; Ying et al. 2011). Com o
objetivo de compensar estas perdas, sdo utilizadas quantidades exacerbadas de substancias
quimicas (Chevillard et al. 2012).

Os agrotoxicos mais intensamente aplicados no Brasil sdo os herbicidas (Costa et al.
2017). O amplo uso de herbicidas estd associado as préaticas de cultivo minimo, plantio
direto, além de técnicas agricolas que usam mais intensamente o controle quimico de ervas
daninhas (IBGE, 2010). O herbicida o mais utilizado é o Glifosato (IBAMA 2013). O
Glifosato tem como principio ativo o Glifosato Di-am6nio de N- (phosphonomethyl) glycine
pertencendo ao grupo quimico dos organofosforados. N&o é seletivo e, desta forma, atinge
uma grande quantidade de plantas (Amarante Junior et al. 2002). Sistémico, age
rapidamente, ocasionando a mortalidade das ervas espontdneas consideradas pragas
agricolas (Lajmanovich et al. 2003).

A classe dos organofosforados é considerada biodegradavel, com persisténcia curta
no solo, normalmente de 1 a 3 meses. No entanto, podem transformar-se em fosfatos,
resultando em compostos potencialmente perigosos ao meio ambiente (Peres e Moreira
2003; Andréa 2004; Toni et al. 2006). Geralmente ndo atingem &guas subterraneas devido a
sua forte caracteristica de adsor¢do, porém, justamente por isso contaminam facilmente as
aguas superficiais pelo escoamento e uso direto na adgua (USEPA 1993; Solomon e
Thompson 2003; Scribner et al. 2007).

As formulagdes comerciais de agrotdxicos utilizam solventes (ingredientes inertes)
junto com o principio ativo. Esses solventes podem alterar as propriedades toxicologicas dos
produtos, sendo por muitas vezes mais toxicos do que o préprio principio ativo (Almeida
2014; Itho 2014). Estudos tem revelado que as formulagdes comerciais de Glifosato, com

ingredientes surfactantes, além do ingrediente ativo, tem sido significativamente mais toxico
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do que o Glifosato puro para, moluscos, peixes, anfibios, repteis e invertebrados aquaticos e
terrestres (e.g. Tsui e Chu 2003, 2004; Pettersson e Ekelund 2006; Moore et al. 2012).

Anfibios anuros sdo considerados o grupo de vertebrados aquaticos mais sensivel aos
efeitos toxicos do Glifosato (Edginton et al. 2004; Relyea 2004; Moore et al. 2012). Estudos
feitos com Glifosato e anfibios tem revelado aumento da mortalidade e efeitos no
crescimento e desenvolvimento de girinos (Edginton et al. 2004; Fuentes et al. 2011). Foram
relatados também  anormalidades gonadais, diminuicdo do tamanho e taxas de
desenvolvimento de girinos com possiveis rela¢fes a ruptura do caminho da tireoide (Howe
et al. 2004; Relyea e Jones 2009; Jones et al. 2010; Williams e Semlitsch 2010),
deformidades craniofaciais e da boca, anomalias oculares e caudas curvas dobradas
(Lajmanovich 2003). Em relagdo aos ecossistemas aquéticos, foram observados efeitos
indiretos na abundéancia de girinos (Edge et al. 2012).

Anfibios sdo conhecidos como bioindicadores de fatores que afetam a vegetacédo
aquatica e ciliar, sendo sensiveis a alteracbes ambientais (Hartmann et al. 2010, Brodeur et
al. 2012 ). Em funcéo da sua biologia e ciclo de vida, anfibios habitam ambientes aquéticos
e terrestres e se alimentam de plantas e animais que podem ser rotas importantes de captacédo
de poluentes (Wells 1977; Besten e Munawar 2005). Além disso, possuem pele
semipermedvel e ovos sem cascas, que ficam diretamente expostos ao solo, &gua e luz solar,
possibilitando a entrada de substancias nocivas, tais como pesticidas (Hayes et al. 2006).
Estas caracteristicas tornam anfibios modelos apropriados para estudos ecotoxicoldgicos
(Burliba e Gavril 2011).

Physalaemus cuvieri, conhecida popularmente como ré-cachorro, apresenta
tolerancia a uma ampla gama de habitats e se distribui pela Argentina, Brasil e Paraguai.
(Frost 2017). Espécie de ampla distribuicdo e de habitos noturnos, ocorre em muitos habitats,
incluindo pastagens abertas e savanas inundadas. Pode ser encontrada em corpos d’ agua
temporarios, como pocas de dgua, onde pode colocar de 277 a 725 ovos (Barreto e Andrade
1995), colocados em ninhos de espuma, unidos a hastes de grama na margem da lagoa. E
ameacada localmente na Argentina pela destruicdo dos habitats para agricultura e extragdo
de madeira, além da poluicdo da terra e 4gua ocasionada pelo escoamento (Mijares 2010).

Physalaemus gracilis, conhecida como ré-chorona, tem ampla distribuigdo ocorrendo
no sul do Brasil, Uruguai, Argentina, e provavelmente no Paraguai (Frost 2017). E
frequentemente associada a formacdes vegetais abertas e pode ocorrer em ambientes
antropizados (Colombo et al. 2008). E uma espécie terrestre que se reproduz usando um

ninho de espuma em piscinas naturais temporarias, podendo ovipositar entre 400 e 800
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ovulos por fémea (Camargo et al. 2008; Lavilla et al. 2010). N&o ha registros de ameacas a
esta espécie pois adapta-se a areas antropizadas (Lavilla et al. 2010).

Este estudo teve como principal objetivo avaliar a toxicidade aguda e cronica da
formulacdo comercial do herbicida Glifosato analisando sobrevivéncia e desenvolvimento

de duas espécies de anfibios sulamericanas: Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis.

MATERIAL E METODOS
Agrotoxico

Foi utilizado Glifosato na formulacdo comercial Roundup original® DI, herbicida
ndo seletivo, formulado pela Monsanto do Brasil LTDA, registrado no Ministério da
Agricultura, da Pecuéria e Abastecimento — MAPA sob n° 00513. Tem em sua composi¢ao:
Sal de Di-aménio de N- (phosphonomethyl) glycine (Glifosato) 445 g/L (44,5% mi/v),
equivalente &cido de N- (phosphonomethyl) glycine (Glifosato) 370 g/L (37,0% m/v) além
de outros Ingredientes, 751 g/L (75,1% m/v).

O Glifosato tem meia vida entre 7 e 21 dias (Giesy et al. 2000; Paterson 2007; Edge
et al. 2012), a taxa de aplicacdo € de 1 - 6 g-a.i/ ha; Coeficiente de particdo octanol-agua é
de 5,4 LogKow (Macbhean et al. 2010), considerado com baixa hidrofobicidade, e elevada
sorcdo (Prata 2002); O Coeficiente de adsorcdo ou forca de adsorcdo é (Koc > 5.000)
(Zimdahl 1999); A Presséo de vapor 2,1X10-3mPaa25°C/1,58x10-8 mmHg/a25°C
(Macbean et al. 2010) e a solubilidade na agua é de 1,05X10+ 6 mg/ L a 25 ° C (Macbean
et al. 2010); considerada por Prata (2002) alta solubilidade ( Sw = 11,6 g L-1). O Glifosato
e todos os seus sais ndo sdo volateis, ndo se degradam fotoquimicamente e séo estaveis no
ar.

O Glifosato tem acdo sistémica, faz parte do grupo quimico glicina substituida,
considerado o seu grupo de formulacdo solavel (SL). De acordo com a bula do Roundup
Original® DI, possui classificagdo Toxicoldgica Classe 11— Altamente toxico e Classificagdo
do Potencial de Periculosidade Ambiental Classe |11 — Produto Perigoso ao Meio Ambiente.

Animal ensaio

Para realizagdo desta pesquisa foram utilizadas duas espécies de anfibios anuros,

Physalaemus cuvieri (rd-cachorro) e Physalaemus gracilis (ra-chorona) (Figura 1).
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Figura 1 — Individuos adultos de Physalaemus cuvieri (A) e Physalaemus gracilis (B) e
girinos de Physalaemus cuvieri (C) e Physalaemus gracilis (D). Fonte: O autor.

Coleta e manutencgéo das desovas

As coletas das desovas foram efetuadas em propriedade particular, localizada na zona
rural do municipio de Paulo Bento (- 27° 42” 5.76”, - 52 25’ 33,6”); no Horto Florestal
Municipal de Erechim, localizado na &rea rural do municipio de Erechim, proximo a BR
135, (27° 42° 43” ¢ 27° 43° 13” Sul e 52° 18’ 05” e 52° 18’ 43” Oeste), e nos agudes da
Universidade Federal da Fronteira Sul, localizada na Rodovia ERS 135, km 72, Erechim (-
27° 43 43,2”; - 52 17’ 9,07”), todos situados na regido norte do estado do Rio Grande do
Sul. Estas areas foram consideradas de referéncia por ndo terem aplicacdo de agrotoxicos
nas proximidades (Figura 2). No total foram realizadas onze coletas no periodo de outubro
de 2017 a marco de 2018. Todas as desovas coletadas tinham menos de 24 horas de
oviposicdo (Figura 3).

Imediatamente apds a coleta as desovas, foram levadas até o laboratério de Ecologia
e Conservacdo da Universidade Federal Fronteira Sul, campus Erechim. As desovas foram
mantidas em aquéarios, com aproximadamente 10 litros de agua. Para criar um ambiente
artificial semelhante ao do habitat natural dos girinos, foram utilizadas plantas aquaticas e
particulas de solo, ambos retirados do mesmo local das coletas (Figura 4). Como 0s girinos
apresentam fototaxia negativa e preferéncia por ambientes com baixa iluminagéo (Anderson
e Graham 1967; Anderson e Williamson 1974; Marangio 1975), foi utilizado fotoperiodo
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natural (lluminacéo natural), e os aquarios e ensaios foram protegidos da luz direta, com
papel pardo. Desde a entrada no laboratorio até o final dos ensaios 0s girinos permaneceram
com aeracdo artificial. A &gua utilizada para a criacdo e ensaios tinha os seguintes
parametros: Oxigénio Dissolvido (OD) entre 4,0 e 6,0mg/L; Temperatura 23°C + 2, pH entre
6,8 ¢ 7,2, Condutividade entre 151 ¢ 178 uS/cm e Alcalinidade 9.74 mg CaCOs/L. Turbidez<
5; Ca 6.76 mg/L, Na 44.1 mg/L, Mg 1.35 mg/L, Fe 0.08 mg/L e Ni < 0.001 mg/L.

Os girinos foram alimentados diariamente ad libitum com ragdo completa para peixes
e animais aquaticos (Alcon - MEP 200 complex), composta de minerais organicos
quelatados, enzimas digestivas e probidtico favorecendo o desenvolvimento da flora
intestinal, além de 45% de proteina bruta e vegetal em flocos. A alimentacgdo foi iniciada a
partir do estagio 25 de Gosner (1960), no qual a boca tem sua formacdo completa. Os girinos
ndo utilizados nos experimentos foram devolvidos ao local de coleta. Esta pesquisa teve
licenca do Ibama para coleta, n°54939-1, e autorizacdo do comité de ética no uso de animais
(CEUA) da Universidade Federal da Fronteira Sul.
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Figura 2 — Charcos e lagoas onde foram realizadas as coletas das desovas: (A e B) Propriedade
Particular do municipio de Paulo Bento — RS; (C) Horto Florestal Municipal de Erechim —
RS; (D) Universidade Federal da Fronteira Sul, Erechim, RS. Fonte: O autor.

Figura 3 — Coleta manual de desovas (A) e Desova de Physalaemus cuvieri no acude da
Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus Erechim (B). Fonte: O autor.
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Figura 4 — Aquarios com a criacdo dos girinos para os ensaios, Laboratério de Ecologia e
Conservacao da Universidade Federal Fronteira Sul, Campus Erechim. Fonte: O autor.

Procedimento amostral
Ensaio agudo

Os ensaios agudos iniciaram no estagio 25-26 (Gosner 1960), pois neste periodo 0s
girinos apresentam melhores condi¢des como pecas bucais completas e a alimentacdo €
possivel (Mcdiarmid e Altig 1999), desta forma podem ser submetidos a ensaios
toxicologicos. As branquias externas sao atrofiadas formando-se um espiraculo do lado
esquerdo que permite a respiragdo mesmo com brénquias internas e estruturas especializadas
para uma melhor natacdo também ja estdo formadas neste periodo (Duellman e Trueb 1986).

Os girinos testados foram provenientes de duas desovas para cada espécie. Somente
foram escolhidos e submetidos aos ensaios animais em condi¢cdes comportamentais e de
mobilidade normais. O ensaio agudo teve duragdo de 96 horas, sendo monitorado a cada 24
horas para contabilizacdo da mortalidade, analise de temperatura e oxigenacao da agua.

O ensaio agudo foi organizado em sextuplicada. Foram utilizados cinco girinos por
recipiente de unidade experimental, de vidro extéril e cilindrico com capacidade para 450mL
de &gua, totalizando 30 girinos expostos em cada uma das seguintes concentragdes de
Roundup original®DI: 100; 300; 1500; 2500; 3500ug/L para P. cuvieri e 300; 500; 1500;
2500; 3500; 4500ug/L para P. gracilis, e um controle sem adicdo de agrotdxico para cada
espécie também com 30 girinos cada (Figuras 5 e 6).

A escolha das concentracdes foi baseada na literatura e de acordo com valores de
CL50 encontrados para anfibios submetidos a ensaios com Glifosato (Lajmanovich 2003;
Perez et al. 2011; Almeida 2014; Costa et al. 2014).
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No inicio dos ensaios os girinos foram medidos e pesados. O comprimento total (CT)
medido do rostro até o final da cauda dos girinos foi medido com paquimetro digital de
0.001mm de precisdo e a massa em gramas foi registrada em balanga analitica de preciséo
(0,00019).

Figura 5 — Ensaio agudo de Physalaemus cuvieri expostos ao agrotéxico Roundup original®
DI, Laboratério de Ecologia e Conservacdo da Universidade Federal Fronteira Sul, campus
Erechim. Fonte: O autor.

Figura 6 — Ensaio agudo de Physalaemus gracilis expostos ao agrotdéxico Roundup
original®, DI, aeracdo artificial, Laboratdrio de Ecologia e Conservacdo da Universidade
Federal Fronteira Sul, campus Erechim. Fonte: O autor.

Ensaio Croénico

As concentragbes para exposicdo dos girinos nos ensaios cronicos, foram
determinadas a partir da resolucdo CONAMA 357/2005, que determina qual o valor maximo

de agrotdxicos € permitido para agua doce e da portaria do Ministério da Saude 2914/2011.
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Em conformidade com a lei para aguas de classe | sdo permitidos 65ug/L de Glifosato e para
aguas de classe 111 é permitido 280ug/L (Brasil - Conama 357/2005). As espécies em estudo
convivem bem com ambientes parcialmente poluidos e ou poluidos, portanto, podem estar
frequentemente relacionados as aguas de classe |11 durante as épocas reprodutivas. (Barreto
e Andrade 1995; Achaval e Olmos 2003; Lenhardt 2015). De acordo com a portaria do
Ministério da Saude 2914/2011, a concentragdo maxima permitida de Glifosato para agua
potavel é 500ug/L. Para complementar, foram utilizadas as concentragdes de 144ug/L;
700ug/L e 1000ug/L de Glifosato, encontradas em lagos e aguas lénticas do Brasil e
Argentina, (Mattos et al. 2002; Rodrigues e Almeida 2005; Peruzzo 2008; Dornelles 2013).

Desta maneira, nos ensaios cronicos semi — estaticos, foram testadas as concentragdes
65; 144; 280; 500; 700; e 1000ug/L de Roundap Original DI, sendo utilizadas no total seis
desovas para P. cuvieri e oito desovas para P. gracilis. Os girinos utilizados nos ensaios
estavam entre 0s estagios 25-26 de acordo com a tabela de Gosner (1960), e permaneceram
nos ensaios por 14 dias. Sé foram submetidos aos ensaios girinos que estavam em condic¢des
de comportamento e mobilidade normais. Durante os 14 dias de ensaio os girinos foram
alimentados diariamente, ad libitum. A dgua com os tratamentos quimicos foi renovada a
cada sete dias (considerando a meia vida do Glifosato de 7 a 8 dias; Jones et al. 2010) e 0s
ensaios foram inspecionados diariamente, como nos ensaios agudos.

O delineamento experimental seguiu 0s mesmos padrbes do ensaio agudo, porém
foram utilizados 10 girinos por unidade experimental, de vidro extéril e cilindrico com
capacidade de 450ml de solucdo de Glifosato, com densidade de 1 girino para cada 45ml.
Foram expostos 60 girinos por concentracao testada e mais 60 girinos de controle, para cada
espécie. Para medidas de comprimento e massa foram utilizados aleatoriamente 10 girinos
do inicio do ensaio (primeiro dia) e 10 girinos do final do ensaio (14 dias). Para verificar
diferencas entre as concentracdes, foram medidos e pesados 10 girinos de cada concentracédo
testada ao final do ensaio. O comprimento (CT) - rostro final da cauda dos girinos foi medido
com paquimetro digital de 0.001mm de preciséo no inicio e no final de ensaio, bem como
foi obtida a massa em gramas, registrada em balanga analitica de precisdo (0,0001g). Os
girinos de P. cuvieri expostos a estes ensaios tiveram CT de 9,59mm+2,11mm (7,61mm —
8,38mm) e massa de 0,014g + 0,007g (0,0045¢g - 0,0085q) e P. gracilis apresentou CT de
9,934mm £ 1,5mm (8,3mm — 12,71mm) e massa de 0,023g +0,009g (0,0045g — 0,0085g).
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Alteracdes Morfoldgicas

Para analise de alteracbes morfologicas os girinos foram eutanasiados ao término dos
ensaios, de acordo com o Guia Brasileiro de boas praticas para eutanasia de animais
(Conselho Federal de Medicina Veterinaria 2012), e posteriormente conservados em formol
5%, para analise morfologica. As alteracdes morfoldgicas foram analisadas a partir de nove
parametros fenotipicos ou endpoints, baseados em Hu et al. (2015): Intestino (Edema e
Morfologia); Anomalias oculares (Lente turva e Morfologia); Coluna (curvatura); Epitélio
(Pigmentacdo); Corpo (Morfologia e Edema); Boca (Auséncia de denticulos e morfologia
dos l&bios).

As alteracdes observadas foram analisadas a partir de um sistema de pontuacéo
fenotipica de seis graus para cada fendtipo em uma escala de (0 - 5), onde estruturas
anatdmicas normais foram atribuidas uma pontuacdo de 0; a pontuacdo de 1 - 5 significam
anormalidades com aumento de gravidade de acordo com a numeragdo, (1 - 2 =
anormalidade leve, 3 = anormalidade moderada e 4 - 5 = anomalia grave; Hu et al. 2015).
As andlises foram realizadas visualmente, com o auxilio de um estereomicroscépio Nikon
SMZ 745T, com sistema de imagem acoplado a um Tablet e iluminacdo com fibra ética NI-

30. Todas alterac6es morfoldgicas encontradas foram consideradas malformacdes.

Ensaios Cronicos: Estagio 28 Até Metamorfose

Os ensaios cronicos até metamorfose iniciaram no estagio 28-30 de acordo com a
tabela de Gosner (1960). A partir deste estagio os girinos apresentam maior tamanho e
mobilidade e inicia-se a formacgdo de brotos para posteriores membros (Gosner 1960;
Mcdiarmid e Altig 1999).

O periodo de exposicdo neste caso foi dependente do tempo em que 0s girinos
levaram para completar a metamorfose. Durante estes ensaios foi analisada a sobrevivéncia,
comportamento, duracdo de periodo larval, assim como o surgimento de alteragdes
morfologicas dos girinos em resposta aos tratamentos experimentais em comparagdo com o
grupo controle.

A metamorfose completa foi definida 24h apds o aparecimento dos membros
anteriores (etapa 43-44; Gosner 1960). Concluida a metamorfose os anfibios foram
eutanasiados de acordo com o Guia Brasileiro de boas préaticas para eutanasia de animais
(Conselho Federal de Medicina Veterinaria 2012).
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Para este estudo, os girinos foram expostos somente a concentracdo 280ug/L de
Glifosato (Brasil - Conama 357/2005), pois esta é a concentracdo permitida em aguas de
classe 11, o que combina com &guas utilizadas pelas espécies deste estudo (e.g. Barreto e
Andrade 1995; Achaval e Olmos 2003; Lenhardt 2015). Para P. cuvieri foram utilizados
cinco girinos por unidade experimental, de vidro extéril e cilindrico de 450ml, montados em
sextuplicata totalizando 30 girinos expostos a concentragédo e um controle com 10 girinos.
Para P. gracilis foram utilizados cinco girinos por unidade experimental, de vidro exteéril e
cilindrico, com capacidade para 450ml, em triplicata, totalizando 15 girinos expostos e um
controle com cinco girinos. A quantidade de girinos expostos se refere a disponibilidade de
individuos em estagio 28, que poderiam ser colocados em ensaio. Foi feito monitoramento

a cada 24h e a &gua com a solucdo quimica foi trocada a cada 7 dias.

ANALISE DE DADOS

Os resultados dos ensaios de toxicicidade aguda foram analisados no programa
GBasic, pelo método Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al. 1977). A toxicidade aguda
foi avaliada a partir da CLso (Concentracdo Letal Média), concentracdo capaz de causar
mortalidade a 50% da populagdo em ensaio. Para avaliar o efeito das diferentes
concentracfes de Glifosato nos ensaios agudo e cronico foi utilizada andlise de variancia
(ANOVA), seguida do ensaio post-hoc Tukey ou Dunnnett’s, quando p<0,05.

A maior Concentracdo de Efeito Ndo Observado (NOAEC - No Observed Adverse
Effect Concentration) e a menor Concentracdo de Efeito Observado (LOAEL — Lowest
Observed Adverse Effect Level) foram determinadas para os efeitos de malformacéo e
mortalidade no ensaio cronico. Para NOAEC e LOAEL a normalidade dos dados foi avaliada
pelo ensaio de Shapiro Wilks e a homogeneidade das variancias foi testada por Bartllet. Para
ensaio de hipdteses utilizou-se ANOVA seguida do ensaio de Dunnett’s para comparar as
médias de cada tratamento com o controle. Tambeém foi determinada a Méxima
Concentracdo Aceitavel de Toxicante (MATC - Maximum Acceptable Toxicant
Concentration), que é a média aritmética de NOAEC e LOAEL. Foi utilizado nivel de

confianca de 95% e o software Statistica 8.

Avaliacéo De Risco Ecologico

Para a avaliacdo de risco ecologico, foi utilizada a abordagem de quociente de risco
(HQ - hazard quotient), que foi calculada como EEC / LC50 de letalidade (onde EEC se

refere a concentracdo ambiental estimada = EEC - Estimated Environmental Concentration
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e LC 50 = CL50). A EEC foi obtida a partir da literatura, como a maxima concentracao
estimada de Glifosato no ambiente. Ap6s o célculo do quociente de risco agudo, foi
comparado com o nivel de preocupagdo da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA - United States Environmental Protection Agency). A agéncia usa um
parametro de nivel de preocupacdo, o LOC (Level of concern) como uma ferramenta de
politica para interpretar e analisar o risco potencial para organismos ndo-alvo, onde a
presuncao de risco agudo para animais aquaticos é LOC = 0,5 (alto risco) (USEPA 2016).

Para os ensaios cronicos, o risco ecologico foi avaliado utilizando a mesma
abordagem de quociente de risco (HQ), onde EEC / NOAEC (USEPA 1998), sendo a EEC
proveniente da literatura e NOAEC a Concentragdo de Efeito N&o Observado (no
observable-effect concentration, NOAEC). Ap6s calcular o coeficiente de risco, foi
comparado ao nivel de preocupacdo da USEPA (LOC). Neste caso, o valor LOC para risco
é 1. Se 0 HQ> 1, os efeitos prejudiciais sdo provaveis devido ao contaminante em questdo
(USEPA 2016).

RESULTADOS

Ensaio agudo
A formulacdo comercial de Glifosato Roundup original DI, foi mais tdxica para P.

cuvieri (CLso-96n = 1360ug/L) do que para P. gracilis (CL so-96n = 1530ug/L) (Tabela 1). A
mortalidade das duas espécies foi significativa em relacdo ao tempo, ou seja, quanto maior
0 tempo de exposicdo, maior a mortalidade de P. cuvieri (F 3200 = 9,81; p<0,01 significativa
em 96h, Tukey = p<0,01) e P. gracilis (F 320) = 4,42; p<0,05, significativa a partir das 24h,
Tukey = p<0,01) (Figura 7 e 8; Tabela 1).
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Figura 7 — Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a concentrages de
Glifosato de 24 a 96 horas.
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Figura 8 — Mortalidade de girinos de Physalaemus gracilis expostos a concentragdes de
Glifosato de 24 a 96 horas.

Tabela 1 — Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis
submetidos ao ensaio agudo, em relacdo ao tempo de exposicao a formulacdo comercial de

Glifosato.
(L Concentracéo Mortalidade Mort.
Espécie (Lg/L) >ah 28h 79I 96h (%) Total CL50 (ug/L)
100 0 0 0 4 13% 4 1360ug/L
Physalaemus 300 0 0 1 8 30% 9 -95%
Cuvieri 1500 0 1 1 10 40% 12 CL:930ug/L
2500 3 7 9 5 80% 24 + 95%
3500 10 7 8 1 87% 26  CL:1980ug/
Mortalidade Total 13 15 19 28 75 L
300 0 0 0 1 3% 1 1530pg/L
400 0 0 0 7 23% 7 -95%
Physalaemus 1500 0 0 2 13 50% 15 CL:
gracilis 2500 6 12 4 2 80% 24 1220ug/L
3500 13 6 4 4 81% 27 + 95%
4500 22 6 2 0 100% 30 CL:1910ug/
Mortalidade Total 41 24 12 27 104 L

A mortalidade foi significativa em relacéo a concentracdo a partir de 1500ug/L, para

P. cuvieri (F @, 25)= 5,97; p<0,01, significativa Tukey = p<0,05) e P. gracilis, a partir de
2500pg/L (F (5,30 =13,91; p<0,01, Tukey = p<0,05), (Figuras 9 e 10). O controle nédo teve

mortalidade.



39

30

25

20

15

10

Mortalidade

100 300 1500 2500 3500
Concentragio pg/L

Figura 9 — Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a concentracoes de
Glifosato em ensaio agudo.
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Figura 10 — Mortalidade de girinos de Physalaemus gracilis expostos a concentracfes de
Glifosato em ensaio agudo.

Ensaios crénicos
Ensaios subletais de 14 dias

A mortalidade foi significativa em relagcdo as concentrag0es testadas para P. cuvieri
(F (5,30)= 7,87; p =<0,01) e para P. gracilis (F (5,30 = 9,74; p =<0,01, ambos 0s ensaios foram
significativos em 280ug/L, Tukey = p<0,01) (Figuras 11 e 12).

No controle de P. cuvieri ocorreu mortalidade de 8,3% (5 individuos) e no controle

de P. gracilis ndo ocorreu mortalidade (Tabela 2).
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Figura 11 — Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a diferentes
concentragOes de Glifosato em ensaio cronico, com mortalidade significativa em 280ug/L.
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Figura 12 — Mortalidade de girinos de Physalaemus gracilis expostos a diferentes
concentragdes de Glifosato em ensaio cronico, com mortalidade significativa em 280ug/L.
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Tabela 2 — Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis expostos
a formulacdo comercial de Glifosato por 14 dias.

Concentragao N N° de vivos N°de mortos Mortalidade (%)

pg/L expostos
_ Controle 60 60 0 0
3 65 60 57 3 5
3 144 60 53 7 12
o 280 60 36 24 40
500 60 59 1 2
700 60 60 0 0
1000 60 56 4 7
Controle 60 55 5 8
. 65 60 44 16 27
= 144 60 39 21 35
o 280 60 31 29 48
- 500 60 59 1 2
700 60 56 4 7
1000 60 54 6 10

Em relacdo ao tempo de exposicdo a mortalidade foi significativa para os girinos de

ambas as espécies (P. cuvieri: F (3, 70) = 4,11; p =<0,01, P. gracilis: F (13, 70)= 5,30; p =

<0,01, significativa a partir das 48h de exposicdo para as duas espécies, Tukey = p<0,05)
(Figuras 13 e 14).
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Figura 13 — Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a diferentes
concentragdes de Glifosato em ensaio cronico em relacdo ao tempo de exposicao.
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Figura 14 —Mortalidade de girinos de Physalaemus gracilis expostos a diferentes
concentragOes de Glifosato em ensaio cronico em relagdo ao tempo de exposicéo.

Comprimento e massa

Os girinos de P. cuvieri iniciaram 0s ensaios cronicos medindo em média 9,59mm +
2,11mm de comprimento total (amplitude = 7,61mm — 9,72 mm, n = 10) e pesando em média
0,014g £ 0,007g (0,0045g - 0,0085g). Girinos de P. gracilis no inicio dos ensaios tinham
comprimento de 9,93mm * 1,56mm, (amplitude = 8,3mm — 12,71mm, n = 10) e massa de
0,023g + 0,009¢g (0,0045g — 0,0085g).

Houve diferenga significativa em relagdao ao comprimento (mm) dos girinos no inicio
e no final dos ensaios cronicos (P. cuvieri = F (1,18y= 16,335, p<0,01 e P. gracilis=F 1,18 =
9,4942, p<0,01). Durante os ensaios os girinos expostos ao Glifosato tiveram tamanho final
menor em relagdo ao controle (P. cuvieri = F (,63)=14,075, p<0,01 significativa em 280ug/L,
Dunnett’s p<0,05; P. gracilis F ,63)=5,0013, p <0,05 significativa em 144 ¢ 280ug/L Dunett
p<0,01). Com relacdo as concentra¢des testadas, 0s girinos também apresentaram diferencas
de tamanho significativa (P. cuvieri = F (s, 54y = 17,535, p<0,01 significativo a partir de
500pg/L Tukey p<0,01 (Figura 15; Tabela 3); P. gracilis= F (554 = 4,9550, p<0,01,
significativo a partir da concentragdo 700ug/L Tukey p<0,05 (Figura 16; Tabela 3).

Em relagdo a massa (g), houve diferenca significativa dos girinos no inicio e no final
do ensaio, em ambas as espécies (P. cuvieri = F (1,18)-9,9166, p<0,01 e P. gracilis =F (1,13
= 14,672, p<0,01).

Durante os ensaios ocorreram diferencas significativas na massa (g) dos girinos
expostos, em relagé@o ao controle, (P. cuvieri =F (,63)=4,7148, p<0,01; P. gracilis F (, ¢3)=
3,0977, p<0,05) ambas as espécies significativas em 280Ug/L (P. cuvieri Dunett p< 0,01) (P.
gracilis Dunett p<0,05), (Figuras 17 e 18; Tabela 4).
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Figura 15 — Comprimento dos girinos (mm) de Physalaemus cuvieri apds 14 dias de ensaio
expostos a diferentes concentraces de Glifosato. Pontos sdo médias e linhas verticais se
referem as barras de erro.
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Figura 16 — Comprimento dos girinos (mm) de Physalaemus gracilis apds 14 dias de ensaio

expostos a diferentes concentracdes de Glifosato. Pontos sdo médias e linhas verticais se
referem as barras de erro.
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Figura 17 — Massa (g) dos girinos de Physalaemus cuvieri apds 14 dias de ensaio expostos
a diferentes concentracfes de Glifosato. Pontos sdo médias e linhas verticais se referem as
barras de erro.
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Figura 18 — Massa (g) dos girinos de Physalaemus gracilis apds 14 dias de ensaio expostos
a diferentes concentracfes de Glifosato. Pontos sdo médias e linhas verticais se referem as
barras de erro.

Entre as concentragdes para P. cuvieri ocorreram diferengas significativas de massa
(g) (F (5,54=4,7405, p<0,01, significativa a partir de 700g/L Tukey p<0,05); mas P. gracilis
ndo apresentou diferenca significativa entre as concentracdes F (s, 54)=2,5920, p>0,05 Tukey

p>0,05).
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Tabela 3 — Média, desvio padrdo e amplitude do comprimento (mm) e massa (g) de girinos de

Physalaemus cuveiri, no inicio e no final dos 14 dias de ensaio.

Espécie Parametro Concentracdo N Média + DP Min - Max
Entrada nos
ensaios comp. 10 959+211 7,23 - 14,38
(mm)

Controle Opg/L 10 11,19+ 2,05 6,78 - 13,48
Final dos ensaios 65ug/L 10 12,43+ 1,61 9,20 - 14,26
Comprimento 144ug/L 10 12,96 + 2,45 9,26 - 16,52
(mm) 280pg/L 10 13,53+ 2,23 9,21-16,18
‘= 500pg/L 10 8,92 £ 1,65 7,01-12,25
2 700pug/L 10 8,56 +1,12 6,71 - 10,68
3 1000ug/L 10 8,53 +1,36 6,57 - 10,11
= Entrada nos 10 0,014+0,007 0,007 —0,035

< ensaios massa (Q)
T Controle Opg/L 10  0,019+0,008 0,016 - 0,042
;>)~ 65ug/L 10 0,032 £ 0,01 0,017 - 0,64
Q Final dos ensaios 144pg/L 10 0,035+ 0,01 0,011 - 0,066
Massa (g) 280pg/L 10 0,042 £ 0,01 0,013 - 0,068
500pg/L 10 0,022 £ 0,03 0,005 - 0,10
700pg/L 10 0,017+0,015 0,003-0,055
1000pg/L 10 0,009 +0,003 0,028 -0,014

Tabela 4 — Comprimento (mm) e massas (g) em média dos girinos de Physalaemus gracilis,

no inicio e no final dos 14 dias de ensaio.

Espécie Parametro Concentracdo N Média £ DP Min - Max
Entrada dos
ensaios comp. 10 9,93£1,56 8,32-12,31
(mm)
Controle 10 13,62 £1,55 7,71 - 13,57
65ug/L 10 11,69 £ 2,20 8,61 - 16,45
Final dos ensaios 144pg/L 10 12,82 + 2,78 9,12 -17,13
Comprimento 280ug/L 10 12,87 £ 2,58 9,02-17,39
@ (mm) 500pg/L 10  10,51+1,74 6,64 - 12,40
S 700pg/L 10 9,97+1/41 6,78 - 11,45
> 1000pg/L 10 9,31+ 1,69 6,52 - 12,33
[%2)
2 Entrada nos 10  0,0150,006 0,009 - 0,028
S ensaios massa (g)
‘—g Controle 10  0,055+0,010 0,012 - 0,049
é 65ug/L 10 0,034 £0,023 0,012 - 0,090
o Final dos ensaios 144ng/L 10 0,044 £0,030 0,019 -0,10
Massa (g) 280pg/L 10 0,052 £ 0,029 0,022 - 0,10
500pg/L 10 0,028 £ 0,029 0,086 - 0,089
700pg/L 10 0,024 £ 0,007 0,031 - 0,086
1000ug/L 10 0,023 +0,022 0,014 - 0,036
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AlteracGes Morfoldgicas — MalformacGes

A ocorréncia de malformacdes nos individuos expostos a formulacdo comercial de
Glifosato foi significativa em relacdo ao controle. Quanto maior foi a concentragcdo exposta,
maior a quantidade de alteracbes morfoldgicas, em todas as concentragfes para P. cuvieri (F
6,35)=10,003; p<0,01, Dunnett’s p<0,05) e a partir de 144ug/L para P. gracilis (F (s,35)=4,37,;
p<0,01, Dunnett’s p<0,01; Figuras 19 e 20).
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Figura 19 — Ocorréncia de AlteracBes morfoldgicas em Physalaemus cuvieri expostos a
diferentes concentracdes de Glifosato, comparados ao controle.
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Figura 20 — Ocorréncia de Alteracbes morfoldgicas em Physalaemus gracilis expostos a
diferentes concentracgdes de Glifosato, comparados ao controle.
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As andlises das alteragdes morfologicas foram classificadas em seis scores (0 a 5) de
acordo com a gravidade das alteragdes. A medida que se aumentaram as concentragdes de
Glifosato nos ensaios, aumentou também a gravidade (Scores) das malformacdes tanto para
P. cuvieri como para P. gracilis, passando de sem alteracdo (0) a leves (1-2) nas primeiras
concentracdes, para moderadas (3) a graves (4-5) nas ultimas concentragdes (Figuras 21, 22
e 23).

Figura 21 — Tendéncia dos “Scores” para as Alteracdes Morfologicas analisadas em
Physalaemus cuvieri, relacionados com as concentracdes de Glifosato testadas.
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Figura 22 — Tendéncia dos “Scores” para as Alteragcdes Morfologicas analisadas em Physalaemus
gracilis, relacionados com as concentragdes de Glifosato testadas.
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Figura 23 — Classificacdo das de Alteracdes Morfoldgicas (Endpoints) por quatro niveis de

“scores”, observados em girinos de P. cuvieri e P. gracilis, expostos a diferentes concentragdes da

formulacéo comercial de Glifosato.
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As malformac6es mais frequentes para P. cuvieri foram alteracbes na boca (285
individuos); Cor do epitélio (230 individuos); e Edema de intestino (222 individuos). Para P.
gracilis as malformacdes mais frequentes foram alteracbes na boca (209 individuos),

morfologia do corpo (159 individuos) e cor do epitélio (147 individuos; Figura 24).
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Figura 24 — Porcentagem de cada malformacdo observada em Physalaemus cuvieri (A) e
Physalaemus gracilis (B) expostos a diferentes concentracdes de Glifosato por 14 dias. As
porcentagens foram calculadas a partir do nimero de individuos que apresentaram a
malformacao.

Ensaios Cronicos: Estagio 28 até metamorfose

O tempo de desenvolvimento necessario para completar a metamorfose foi diferente
para cada espécie. Em P. cuvieri, foi necessario entre 18 e 32 dias, permanecendo em ensaio
por 80 dias e P. gracilis entre, 15 e 22, dias permanecendo em ensaio por 63 dias. Contando
0 primeiro e o Gltimo individuo do ensaio apresentar pernas dianteiras.

Alguns individuos expostos apresentaram alterac6es morfoldgicas nas pernas traseiras,
como pernas atrofiadas esticadas e/ou encolhidas e sem movimentagdo. Em P. cuvieri foram
43% (13 individuos) e em P. gracilis, 27% (4 individuos; Figura 25 - A, B, C, D e E).

Nas duas espécies, 20% dos individuos testados apresentaram tortuosidades
observadas na base ou final da cauda (Figura 25 - C e D). Em decorréncia destas alteraces,
os girinos nadavam com dificuldades. O controle ndo apresentou nenhum tipo de alteragéo

morfoldgica.



52

Figura 25 — Alteracdes Morfologicas observadas em girinos de P. cuvieri e P. gracilis A)
Pernas atrofiadas abertas sem movimentacdo de um exemplar de P. cuvieri; B) Pernas
atrofiadas sem movimentacdo, juntas ao corpo e esticadas, exemplar de P. cuvieri; C) Cauda
torta de um exemplar de P. cuvieri; D) Cauda torta de dois exemplares de P. gracilis; E)
Pernas atrofiadas dobradas e sem movimentacdo em exemplares de P. cuvieri.

Para as duas espécies, 0 tempo necessario para completar o desenvolvimento
metamorfico, foi diferente entre os individuos do controle e os individuos expostos a
concentracdo 280ug/L de Glifosato (P. cuvieri = F (1,31) = 85,781, p<0,01 e P. gracilis =F ,
12) = 5,4663, p<0,05). O controle para ambas as espécies concluiu a metamorfose com uma
média de 8 dias a menos do que os individuos expostos ao Glifosato (Figura 26).
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Figura 26 — Diferencas entre o controle e 0s girinos expostos a concentra¢do 280ug/L com

relacdo ao tempo necessario para completar a Metamorfose. (A) Physalaemus cuvieri e (B)
Physalaemus gracilis.

A fase pré6 metamérfica demorou mais tempo para iniciar no controle, porém, apés

iniciar foi mais rapida, enquanto que 0s girinos expostos ao toxicante iniciaram a fase pro

30
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metamorfica antes do controle e permaneceram nesta fase e na fase de climax metamorfico

por mais tempo (Tabela 5).

Tabela 5 — Estagios de Desenvolvimento dos girinos de Physalaemus cuvieri e Physalaemus

gracilis, diferengas de estagio entre o controle e expostos a 280ug/L de Glifosato.

Physalaemus cuvieri Estagio de Gosner

Physalaemus gracilis Estagio de Gosner

(1960) (1960)

(Szfnrgﬁgs) Controle 280ug/L (S-gfnrgﬁgs) Controle 280ug/L
1 27- 28 27 - 28 1 27- 28 27 - 28
2 27-28 28 2 27-28 28
3 27- 28 30 3 27- 28 30
4 29 30 4 29 30
5 30 36 5 30 36-39
6 36 39 6 36-39 39
7 36-39 42 7 39-42 42
8 42 42 8 43 42-43
9 43 42 9 43
10 42-43
11 43

Anélise De Risco Ecolbdgico

O Quoeficiente de risco (HQ) agudo para P. cuvieri foi 0,62 e para P. gracilis foi 0,70

acima da LOC = 0,5. Na Analise de Risco crénico, todos os HQ calculados foram acima de

LOC>1 (Tabela 6).

A Méaxima Concentracdo Aceitavel para o Toxicante (MATC) calculada para

malformacdes variou de 104 pg/L a 850 pg/L (Tabela 6).
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Tabela 6 — Valores de NOAEC, LOAEL, MATC e Risco cronico ecologico (HQ) para

mortalidade e alteracbes morfoldgica observada de cada espécie.

NOAEC

Physalaemus cuvieri (ug/L) LOAEL(ug/L) MATC(ug/L) (HQ)
Mortalidade 65 144 104 33,2

Boca 65 144 104 33,2

Cor do epitélio 65 144 104 33,2
Edema de intestino 65 144 104 33,2
Lente turva do olho 65 144 104 33,2
Morfologia do corpo 65 144 104 33,2
Morfologia do intestino 144 280 212 15,0
Edema do corpo 500 700 600 4,3
Desvios na coluna 700 1000 850 3,1
Morfologia do olho 700 1000 850 3,1

Physalaemus gracilis

Mortalidade 144 280 212 15

Boca 65 144 104 33,2

Cor do epitélio 65 144 104 33,2
Morfologia do corpo 65 144 104 33,2

Edema do corpo 144 280 212 15,0
Edema de intestino 280 500 390 7,7
Morfologia do intestino 280 500 390 7,7
Desvios na coluna 500 700 600 4,3
Lente turva do olho 500 700 600 4,3
Morfologia do olho 500 700 600 4,3

DISCUSSAO

As duas espécies de Physalaemus estudadas apresentaram sensibilidade ao Glifosato,
e os dados mostraram efeitos claros e preocupantes deste herbicida sobre elas. Em relacdo a
toxicidade aguda, a CLsp destas duas espécies esta entre as menores registradas, inferior a
Rana clamitans e Rana pippiens (Howe et al. 2004); Scinax nasicus (Lajmanovich 2003) e
Bufo americanus (Edginton et al. 2004). Entre P. cuvieri e P. gracilis a diferenga na CL50 foi
pequena, com P. cuvieri mais sensivel que P. gracilis, mas ambas com toxicidade aguda entre
1360 e 1530ug/L, semelhante ou abaixo do que pode ser encontrado em aguas superficiais:
2160pg/L no Sul do Brasil (Rodrigues e Almeida 2005); 1502ug/L (Aparicio 2013) e
1900pg/L (Primost 2017) na Argentina; 1430ug/L no Canadd (Govindarajulu 2008) e
7600ug/L e nos Estados Unidos (Jones et al. 2010).

Espécies nativas podem ser suscetiveis aos efeitos toxicos do Glifosato em sua
formulacgéo comercial (Chen et al. 2004; Cauble e Wagner 2005; Lanct6t 2014). Diferente de
estudos com espécies nativas, uma das maiores CL50 registradas para Glifosato é com

Xenopus laevis, que foi padronizada para estudos ecotoxicolégicos com anfibios (9400ug/L;
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Perkins et al. 2000). Isso reforca a necessidade de estudos com espécies nativas, para entender
0s possiveis danos no ambiente natural.

Os ensaios cronicos deste estudo foram realizados com concentragdes permitidas pela
legislacdo brasileira e encontradas no ambiente. Dentro desta ldgica, a concentracao 280ug/L
de Glifosato, que é permitida por lei para aguas de classe Il (Brasil - Conama 357/2005) que
podem ser consideradas 4guas semelhantes aos habitats de reproducdo de anfibios, causaram
efeitos cronicos de mortalidade a partir de 48 horas de exposi¢do para as duas espécies em
estudo. Isso significa que em dois dias de exposic¢do a concentracdo de Glifosato que a lei
considera valida, a mortalidade seria significativa. Ao mesmo tempo, em concentracdes a
partir de 500ug/L a mortalidade foi menor, ou seja, a taxa de sobrevivéncia ndo foi linear.
Esse resultado se soma ao fato dos girinos terem menor comprimento e massa nestas
concentragdes, ou seja, embora sobrevivam, apresentam efeitos cronicos de crescimento e
peso, ou fitness individual.

Estudos anteriores com agrotdxicos, também apresentaram maior sobrevivéncia em
doses mais altas (e.g. Storrs e Kiesecker 2004; McMahon et al. 2011; Brodeur et al. 2013,
Bernabo et al. 2016). Ha evidencias de que estes resultados ndo lineares, entre concentracdo
e mortalidade, tenham relacdo com quimicos de acdo desreguladora enddcrina (Storrs e
Kiesecker 2004; Beausoleil et al. 2013; Lagarde et al. 2015). Para Relyea e Mills (2001)
mesmo que 0s animais sobrevivam a taxas mais altas de qualquer quimico, durante o periodo
de exposicdo, acabam sofrendo outras consequéncias negativas. No0ssos resultados
corroboram com essa afirmativa, ja que a medida que se aumentaram as concentracoes, além
do menor comprimento e peso, houve aumento de malformacGes. Na natureza, girinos
menores poderiam ter atraso na metamorfose ou resultar em adultos de tamanho reduzido
(Boone e Semlitsch 2002; Altwegg e Reyer 2003; Boone e James 2003; Brunelli et al. 2009).
O tamanho do corpo também esta ligado diretamente ao sucesso ou fracasso reprodutivo,
influenciando na selecdo intra e intersexual, podendo ainda determinar o nimero e tamanho
maximo de ovos que uma fémea pode produzir (Mays et al. 2006; Hayes 2010). Portanto
maiores tamanhos de girinos garantem mais chances de uma metamorfose de sucesso e maior
chance de sobrevivéncia (Cabrera-Guzman et al. 2013; Montalvéo 2017).

O Glifosato causou malformagdes em todas as concentracOes testadas. Inibi¢des dos
horménios relacionados a glandula tireoide podem ocasionar malformagdes em anuros tanto
em fase de embrido como girinos, incluindo defeitos craniofaciais, malformac6es de 6rgéos
bem como, no formato dos olhos e enrolamento intestinal (Bronchain et al. 2017). Lanct6t et

al. (2014) em seu estudo com girinos de Lithobates sylvaticus apresentaram evidéncias de que
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formulacbes comerciais, a base de Glifosato, sdo capazes de alterar genes relacionados a
glandula tireoide, além de ter o potencial de alterar a resposta hormonal durante a
metamorfose.

De acordo com Paganelli et al. (2010) o Glifosato foi capaz de induzir disturbios em
sinalizadores como slug, otx2 e shh causando elevacgéo de acido retindico. Estes sinalizadores
agem como uma cascata genética critica para o desenvolvimento do cérebro e esqueleto
craniofacial. Portanto estdo correlacionados com a interrupcdo dos mecanismos de
desenvolvimento envolvendo a crista neural, a formacdo da linha média dorsal embrionaria e
0 padrdo cefalico. Desta forma este tipo de alteracdo pode ocasionar malformacdes oculares,
cerebrais e faciais, como alteracdes mandibulares, além de alterac6es caudais (Paganelli et al.
2010).

Uma das principais malformac6es observadas foi alteracdo na boca, como perda das
linhas de denticulos queratinosos ou até mesmo perda total das cartilagens labiais
(mandibulas). Perdas de denticulos e ou labios influencia negativamente a vida destes animais
comprometendo sua alimentacao, e respiracdo (Duellman e Trueb 1986). Os girinos tem um
metabolismo acelerado, e para isso, passam boa parte do tempo se alimentando, sdo herbivoros
e, portanto, usam suas mandibulas e as estruturas queratinosas para cortar particulas suspensas
na gua e raspar substratos onde encontram alimento. A boca também é responséavel por um
sistema de bomba bucal que auxilia nas trocas de gases (Alonso 2003). AlteracGes bucais
prejudicam a nutricdo que pode causar um desenvolvimento retardado e falhas reprodutivas
(Hayes et al. 2010).

Malformagdes bucais também podem ser causadas pelo fungo Batrachochytrium
dendrobatidis [Bd] (Blaustein et al. 2005; Smith et al. 2007; Mutschmann 2015). No entanto,
ndo houve malformaces significativas na boca do controle, para nenhuma das espécies.
Também existe a evidéncia na literatura de que o herbicida Glifosato atua sobre fungos
(Dallmann et al. 2010), portanto se descarta a hipétese de alteracdes bucais causadas por
fungos neste estudo.

Outra malformacéo que apareceu em mais de metade dos expostos foi no intestino.
Devido aos habitos alimentares herbivoros dos girinos, foi necessaria uma grande area de
superficie intestinal para absor¢do de nutrientes (Duellman e Trueb 1986). Assim, o intestino
é longo e enrolado sobre si (Shreiber et al. 2005; Seixas Filho et al. 2013). Nos girinos
expostos a Glifosato apareceram alteracfes no formato, posicdo ou edema no intestino. Ha
evidencias de que estas alteragdes podem ocasionar problemas na absorc¢do de alimentos e

nutricdo deste grupo de animais comprometendo sua sobrevivéncia (Bahia 2007). Alteragdes



57

intestinais também foram observadas em outros estudos (Lenkowski et al. 2010; Almeida
2014; Wagner et al. 2017). Grande parte dos girinos apresentaram despigmentacdo de pele,
quando expostos as concentragdes de Glifosato, esta anormalidade também foi observada em
outros estudos com agrotoxicos (Brunelli et al. 2009; Almeida 2014).

Em relacdo aos olhos, o aspecto da lente e a morfologia foram afetadas pela exposicédo
ao Glifosato. Os olhos dos girinos sdo estruturas sensiveis a contaminantes pois ndo tém
qualquer cobertura protetora, as palpebras séo ausentes (Duellman e Trueb 1986). N&o se sabe
ao certo qual o nivel de visdo de um girino, porém estudos relatam que os mesmos apresentam
uma série de respostas a luz, preferem ambientes com baixa iluminacéo, e utilizam a luz para
orientacdo, para se manter em interagcdo social, na busca por alimento e para protecdo
mudando sua localizac&o na lagoa durante o dia ou a noite e em dias mais ou menos quentes
(Laurens 1914; Marangio 1975; Dunlap e Satter 1985; Duellman e Trueb 1986). Portanto,
sabe-se que alteracbes oculares podem prejudicar os girinos na deteccdo de predadores
(Chovanec 1992), bem como, na procura por alimento e até mesmo na orienta¢do social,
podendo ficar mais suscetivel a predadores se se perder do grupo (Duellman e Trueb 1986).

Anormalidade na morfologia do corpo (corpo, cauda, pernas) foi observada tanto na
fase de girino quanto na fase de metamorfose, tanto neste estudo como em outros (e.g
Lajmanovich 2003; Paganelli 2010; Dornelles 2013; Wagner et al. 2017). Anormalidades
caudais pode ser associada ao surfactante no herbicida que interfere na sintese de colageno
em anfibios (Mann e Bidwell 2001). As outras malformacdes prejudicam a natacdo nos
animais afetando negativamente a sobrevivéncia individual e o sucesso da populacdo em
ambientes naturais, aumentando a suscetibilidade a predacdo e reduzindo o sucesso de
forrageamento (Feder 1982; Jung e Jagoe 1995). Deformidades dos membros, crescimento
diminuido e atrasos na metamorfose sdo efeitos de desenvolvimento que limitariam o
potencial reprodutivo. Este cenario pode ser pior para espécies que tem periodos reprodutivos
curtos, onde o recrutamento fracassado para uma ou duas estagcdes de reproducdo pode ser
desastroso para populagdes (Hayes 1997; Harper et al. 2008).

Além de malformac6es, a metamorfose foi retardada para os girinos das duas espécies
expostas, permanecendo em climax metamorfico por uma média de 8 dias a mais que o
controle. De acordo com Pough et al. (2006) o desenvolvimento larval se divide em trés
periodos: prée metamorfose, pré metamorfose e climax metamorfico. Na fase Pré-Metamorfica
0s girinos aumentam de tamanho, com pouca mudanca de forma. Na Pro6 Metamdrfica
aparecem 0s membros traseiros e o crescimento do corpo continua em ritmo lento. No Climax

Metamorfico, os membros dianteiros emergem e a cauda comega a regredir. Nesta fase os
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girinos possuem quatro pernas e cauda, portanto ndo conseguem nadar nem saltar com
eficiéncia, ficando mais suscetiveis a predadores (Pough et al. 2006). Um estudo realizado
com Lithobates sylvaticus mostrou um atraso de 7 dias na metamorfose de girinos expostos a
2900pg/L de Glifosato (Lanctot et al. 2014). De acordo com 0s mesmos autores, este atraso
pode aumentar a vulnerabilidade dos girinos a predacdo, fornecimento de alimentos
insuficiente e reduzir o sucesso reprodutivo. Além de serem presas faceis neste periodo, o
aumento do tempo para completar a metamorfose é motivo de preocupacdo em condicoes de
campo, pois algumas lagoas que servem de habitat para os girinos sdo propensas a secar
precocemente (Howe et al. 2004). Portanto, herbicidas a base de Glifosato sao toxicos, afetam
as taxas de crescimento e causam atrasos no alcance do climax metamoérfico em girinos
expostos em condigdes laboratoriais (Lanctot et al. 2014).

Na avaliacdo de risco, a Maxima Concentracdo de Toxicante (MATC) de Glifosato
para mortalidade e malformacao foi menor do que é permitido para dguas brasileiras. Em
aguas de classe 111 é permitido 280ug/L de Glifosato (Brasil - Conama 357/2005) e 500ug/L
para agua potavel (Brasil - Ministério da Salde 2011). Nos Estados Unidos é permitido
700ug/L; 280ug/L no Canada e 370 pg/L na Australia, para dgua potavel. Todos os valores
permitidos por lei no Brasil e demais paises citados ficam bem acima do MATC estimado
para as duas espécies.

Em relacéo a avaliacéo de risco, o Glifosato apresentou alto risco ambiental agudo e
crbnico para as duas espécies estudadas. Isso significa que a concentracdo ambiental
encontrada para este herbicida, causa efeitos danosos a P. cuvieri e P. gracilis. Desta forma
concentragdes ambientais encontradas no Sul do Brasil e Argentina (e.g. 300ug/L, Silva 2003,
700ug/L, Peruzzo et al. 2008; 630ug/L, 24h apds aplicacdo Queiroz 2011) podem causar
malformacdes graves, que impedem a fuga de predadores, busca por alimento e a
sobrevivéncia, deste grupo de animais.

A meia vida do Glifosato no ambiente pode atingir até seis semanas (Peterson et al.
1994; Wojtaszek et al. 2004). Em lagoas, principais locais de reproducéo e onde passam as
fases mais criticas de vida, a meia vida do Glifosato pode ser ainda maior, chegando a 120
dias (Barolo 1993; Mattos 2002). De acordo com nossos dados, qualquer um deste tempos é
mais que suficiente para exercer efeitos negativos nas espécies de anfibios estudadas.

O uso do Glifosato tem causado preocupacdo a alguns paises devido a riscos
comprovados a saude animal e humana (Paganelli 2010). A Franca ja proibe o Glifosato em
areas ndo agricolas desde o inicio de 2017. Recentemente, o primeiro-ministro da Franga pediu

ao Ministério da Agricultura e Alimentacdo e ao Ministério da Transic¢éo Ecoldgica e Inclusiva
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a elaboracé@o de um plano para a eliminagdo progressiva do Glifosato nas areas agricolas, o

objetivo € banir o herbicida no pais até o ano de 2022 (Gouverment 2017).

CONCLUSAO

O Glifosato apresentou risco agudo e crénico mesmo em periodos curtos de exposi¢do
e concentragdes baixas, para os girinos das duas espécies em estudo. As alteracfes observadas
nesta pesquisa sdo capazes de comprometer a sobrevivéncia, capacidade de forrageamento e
fuga de predadores, prejudicando também o desenvolvimento metamorfico, o que poderia
diminuir a possibilidade de sucesso reprodutivo, e, portanto, contribuir para possiveis
extingdes das populacdes de anfibios.

A legislacdo brasileira permite concentrag¢fes acima do que causa efeitos negativos
para as duas espécies de Physalaemus. No entanto, mais ensaios com anfibios sdo necessarios
para reavaliar as concentracdes de quimicos permitidas no ambiente natural, pelas leis

Brasileiras e dos paises da América do Sul onde habitam estes animais.
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CAPITULO 2

Concentragdes ambientais de Glifosato tem potencial genotéxico em anfibios? Efeito
de uma formulacgdo comercial de Glifosato em Physalaemus cuvieri e Physalaemus
gracilis (Anura, Leptodactyidae).

RESUMO

Estudos de genotoxicidade tem revelado que pesticidas, principalmente organofosforados tem
potencial de ligacdo com o material genético de vertebrados ndo alvo, desta forma ocasionam
danos genéticos que podem prejudicar a integridade genéticas destes animais. Este estudo teve
como objetivo principal, avaliar a ocorréncia de danos genotdxicos em eritrocitos de duas
espécies de anfibios nativas da América do Sul: Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis,
expostas a uma formulagdo comercial a base de Glifosato, utilizando o Ensaio do Micronucleo
e outras Anormalidades Nucleares Eritrociticas como biomarcador. Para a realizacdo do
estudo foram coletadas desovas em meio natural. Os ensaios crénicos para posterior analise
de Micronucleo tiveram duracdo de 14 dias e iniciaram no estagio 25 de Gosner (1960). Os
girinos foram submetidos a doses permitidas pela legislacdo brasileira, e a concentracoes
encontradas em ambientes naturais, para aguas do Brasil e Argentina (500, 700 e 1000ug/L).
O Glifosato causou Microndcleos e diversos tipos de anormalidade nucleares eritrociticas, nas
duas espécies de Physalaemus. Todas as concentracdes testadas foram capazes de ocasionar
danos que aumentaram com o aumento das concentracfes. Tendo em vista as concentracdes
encontradas em ambiente natural, pode-se considerar que o Glifosato oferece risco em
potencial, principalmente em relacdo a integridade genética das populacdes nativas de
determinadas espécies de anfibios, particularmente a espécie P. cuvieri e P. gracilis.

Palavras chave: Anfibios, Danos, Eritrdcitos, Micronucleo, Toxicidade em girinos.
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INTRODUCAO

Anfibios anuros sdo reconhecidos como os vertebrados mais ameagados de extingédo
em todo o mundo, e vém sofrendo uma crise de grandes proporcdes desde a década de 1980
(TUCN 2009; 2014), enfrentando extin¢do ou o declinio populacional (Lannoo et al. 2011;
Adams et al. 2013). Os declinios séo ainda mais preocupantes, quando ocorrem em regides de
alta riqueza e endemismos, como é o caso do Brasil (Toledo et al. 2010; Frost 2017).

Entre as causas do declinio dos anfibios estdo os contaminantes residuais aquaticos,
devido a seus efeitos fisiologicos e toxicoldgicos (Egea-Serrano et al. 2012). Os agrotoxicos
tem sido considerados os poluentes aquaticos que mais contribuem para o declinio mundial
das populacbes de anfibios (Mann et al. 2009; Hayes et al. 2010; Lavorato et al. 2013),
principalmente pelo fato de muitas espécies viverem associadas a lagoas temporarias e
pequenos cursos d’adguas adjacentes as areas agricolas (Howe et al. 2004; Hayes et al. 2010;
Muniswamy et al. 2012).

Anfibios passam as fases mais criticas de seu desenvolvimento na agua (ovos e
primeiros estagios de vida), além disso seus ovos sdo desprotegidos e a pele tanto de adulto
como de girino é altamente permeavel (Besten e Munawar 2005; Hayes et al. 2006). Desta
forma estdo suscetiveis a qualquer contaminante aquéatico (Govindarajulu 2008; Bouhafs et
al. 2009; Sparling e Fellers 2009; Bruhl 2011). Por esses motivos, os anfibios sdo
reconhecidos como um grupo apropriado de vertebrados para se examinar o potencial
genotoxico de diversas formulacdes de pesticidas no ambiente aquatico (Howe et al. 2004).

Uma técnica eficaz para testar a genotoxicidade de contaminantes aquaéticos,
principalmente de herbicidas em vertebrados nativos, se da pela deteccéo de eritrocitos com
nacleos anormais (De Flora et al. 1993; Minissi et al. 1996; Nesslany e Marzin 1999; Caliani
et al. 2014) especialmente para animais aquaticos (Bolognesi et al. 1999, 2004; Campana
2003). Técnicas de Micronucleo sao consideradas biomarcadores que funcionam
como indicadores de alerta precoce da polui¢cdo, uma vez que suas respostas ocorrem antes de
danos irreversiveis ao ecossistema (Adams 2000, 2001; Ribeiro 2003; Furnus et al. 2014).

O ensaio do Microndcleo in vivo é um ensaio muito utilizado para avaliar a inducéo
de aberragbes cromossdmicas (Hayashi 2016). Esse ensaio verifica a presenca de
Micronucleos nas células do sangue, ou seja, de pequenos nucleos, separados e adicionais aos
nucleos principais, produzidos durante a telofase da mitose (OECD 2016).

Em anfibios (Barni et al. 2007; Arcaute et al. 2014; Lajmanovich et al. 2014; Pérez -
Iglesias et al. 2015) e peixes (Carrasco et al. 1990; Ayllon e VVazquez 2000; Cavas e Ergene-
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Gozlkara 2003; Souza e Fontanetti 2006) também sdo consideradas outras categorias de
anormalidades nucleares eritrociticas como nucleos entalhados, lobulados, com bolha e
vacuolizados. Estas anormalidades foram descritas pela primeira vez em peixes por (Carrasco
et al. 1990) como, entalhados, binucleados, brotos nucleares, lobados, eritrocitos segmentados
e nucleos com outras alteracdes morfoldgicas (Gongalves et al. 2012). Essas anormalidades
eritrocitarias nucleares evidenciam atividade citotoxica, genotéxica, mutagénica ou
cancerigena das substancias testadas (Attademo et al. 2011; Gokalp-Muranli et al. 2011;
Rocha 2012).

O ensaio do Micronucleo faz parte de diretrizes de ensaios genotoxicos para muitas
classes de produtos quimicos, incluindo agrotoxicos (Hayashi 2016). Existem casos em que 0
principio ativo do agrotdxico é fracamente mutagénico, no entanto o produto comercial é
capaz de induzir mutagenicidade (Titenko-Holland et al. 1997). Estudos de genotoxicidade
com pesticidas envolvendo espécies de anuros vém avaliando a exposi¢do a esses compostos
em suas formulagdes comerciais, reforgando a importancia de entender como as formulacGes
comerciais, podem estar afetando esses animais em ambiente natural. (Feng et al. 2004; Yin et
al. 2008; Bernal et al. 2009; Baorong et al. 2010; King e Wagner 2010; Meza-Joya et al. 2013;
Yadav et al. 2013; Pérez-Iglesias et al. 2014).

No Brasil e no mundo, o Glifosato é o principio ativo mais utilizado em agrotdxicos,
principalmente pelo fato de plantas transgénicas serem resistentes a ele (Myers et al. 2016). O
Glifosato inibe a atividade da enzima 5-enolpiruvisticicato-3-fosfato sintase que catalisa a
sintese de aminoacidos aromaticos em plantas, por este motivo € considerado seguro para
animais (Duke e Powles 2008; Pavani 2016). Porém acumulac6es de Glifosato sugerem que
0 mesmo tem causado impactos severos ao ambiente e a saide humana, (Helander et al. 2012;
Vera et al. 2013).

O Glifosato faz parte da classe dos organofosforados, conhecidos por possuirem
afinidade de ligacdo com o material genético de organismos vivos, podendo provocar
alteracdes e/ou danos nas fitas de DNA, sendo, portanto, chamados agentes genotOoxicos
(Bagchi et al. 1995; Sbrana e Musio 1995; Webster et al. 2002). O DNA e os danos
cromossémicos sdo 0s eventos criticos mais importantes ap0s a exposicdo a agentes
cancerigenos e / ou genotdéxicos. O dano cromossdmico, como resultado de um reparo de
DNA ineficaz ou incorreto, € expresso durante a divisdo celular e representa um indice de
efeitos genotoxicos acumulados (Bolognesi et al. 2006).

Estudos de efeitos biolégicos com Glifosato em animais aquaticos, principalmente

com avaliagdo de ceélulas sanguineas contribui muito para observacdo de correlagdes
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significativas entre a exposi¢cdo a contaminantes, tanto naturais como experimentais, e a
modificacdo do sangue, para anfibios e peixes (Al-Sabti 1990; Barni 2007; Frenzilli et
al. 2009). Este tipo de anélise tem sido bastante promissora no que diz respeito a contaminagéo
das aguas e a influéncia de contaminantes ambientais (Barni 2007). Embora ocorram
mutacOes espontaneas em células de vertebrados, a maioria delas é induzida por agentes
fisicos, quimicos ou bioldgicos, aos quais 0s organismos podem ser expostos em seus habitats
naturais (Calviello et al. 2006).

Vaérias espécies de anfibios reproduzem em locais associados a areas agricolas e tem
alto potencial de terem contato com pesticidas, como é o caso de Physalaemus cuvieri (ré-
cachorro) e Physalaemus gracilis (rd-chorona). Essas duas espécies apresentam tolerancia a
uma ampla gama de habitats, e ocorrem em varios locais da Argentina, Brasil e Paraguai (Frost
2017). Podem ser encontradas em corpos d’ agua temporarios, como pog¢as de agua,
frequentemente em formacdes vegetais abertas e ambientes antropizados (Achaval e Olmos
2003; Camargo et al. 2008; Lavilla et al. 2010). Sdo espécies de ampla distribuicdo e
normalmente abundantes; mas P. cuvieri é considerada ameacada localmente na Argentina
pela destruicdo dos habitats, para agricultura e extracdo de madeira, além da poluicao da terra
e agua ocasionada pelo escoamento (Mijares 2010). Essas duas espécies podem ser
consideradas bons modelos para ensaios ecotoxicolégicos (e.g. Barreto e Andrade 1995;
Macagnan et al. 2017).

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial genotoxico de Glifosato em duas
espécies de anfibios nativas da América do Sul: Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis,

utilizando como biomarcador o Ensaio do Micronucleo.

MATERIAL E METODOS

Agrotoxico

No presente estudo, foi utilizada a formulacdo comercial de Glifosato Roundup
original® DI, herbicida sistémico, ndo seletivo, formulado pela Monsanto do Brasil LTDA,
registrado no Ministério da Agricultura, da Pecuaria e Abastecimento — MAPA sob n° 00513.
Tem em sua composicao: Sal de Di-aménio de N - (phosphonomethyl) glycine (Glifosato)
445 g/L (44,5% ml/v), equivalente &cido de N - (phosphonomethyl) glycine (Glifosato) 370
g/L (37,0% m/v) e outros Ingredientes, 751 g/L (75,1% m/v).

O Glifosato faz parte do grupo quimico glicina substituida, considerado o seu grupo
de formulacdo soluvel (SL). De acordo com a bula do Roundup Original® DI, possui
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classificacdo Toxicoldgica Classe Il — Altamente toxico e Classificagdo do Potencial de

Periculosidade Ambiental Classe 111 — Produto Perigoso ao Meio Ambiente.

Animal Ensaio e consideragdes dos experimentos

Para este estudo foram utilizados girinos de duas espécies de anfibios anuros:
Physalaemus cuvieri (ra-cachorro) e Physalaemus gracilis (rd-chorona). As coletas das
desovas ocorreram de outubro de 2016 a mar¢o de 2017. As coletas foram realizadas em uma
propriedade particular localizada na zona rural do municipio de Paulo Bento — RS (Latitude:
-27° 42’ 5.76”, longitude: -52 25’ 33,6”), no Horto Florestal Municipal de Erechim — RS (27°
42’437 ¢27°43” 13” sul ¢ 52° 18” 05” e 52° 18’ 43” oeste; Horto Florestal Erechim 2012), e
nos acudes da Universidade Federal da Fronteira Sul localizada na Rodovia ERS 135, km 72,
n° 200, Erechim — RS (-27° 43” 43,2”; - 52 17° 9,07”). As areas de coleta foram consideradas
de referéncia por ndo terem aplicacdo de agrotoxicos nas proximidades.

Foram coletadas desovas com menos de 24 horas apds a oviposicdo, e levadas até o
laboratério de Ecologia e Conservacdo da Universidade Federal Fronteira Sul, campus
Erechim, onde foram mantidas em aquarios com aproximadamente 10 litros de agua. Como
0s girinos apresentam fdtotaxia negativa, e preferéncia por ambientes com baixa iluminagao
(Anderson e Graham 1967; Anderson e Williamson 1974 e Marangio 1975), foi utilizado
fotoperiodo natural (lluminacdo natural), e os aquarios e ensaios foram protegidos da luz
direta com papel pardo. Desde a entrada no laboratério até o final dos ensaios os girinos
permaneceram com aeracdo artificial. A agua utilizada para criacdo e ensaios tinha os
seguintes parametros: Oxigénio Dissolvido (OD) entre 4,0 e 6,0mg/L, Temperatura 23°C £
2, pH entre 6,8 e 7,2, Condutividade entre 151 e 178 uS/cm, Alcalinidade 9.74 mg CaCOs/L,
Turbidez< 5; Ca 6.76 mg/L, Na 44.1 mg/L, Mg 1.35 mg/L, Fe 0.08 mg/L e Ni < 0.001 mg/L.

Os girinos foram alimentados diariamente ad libitum com ragdo completa para peixes
e animais aquaticos (Alcon - MEP 200 complex), com 45% de proteina bruta e vegetal em
flocos. A alimentacdo foi iniciada a partir do estagio 25 de Gosner (1960), no qual a boca tem
sua formacao completa (Mcdiarmid e Altig 1999). Os girinos néo utilizados nos experimentos
foram devolvidos ao local de coleta. Esta pesquisa teve licenca do Ibama para coleta, n°54939-
1, e autorizacdo do comité de ética no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal da

Fronteira Sul.
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Ensaio cronico

Os ensaios cronicos foram realizados no estagio 25 de desenvolvimento larval (Gosner
1960), periodo em que o0s girinos apresentam pecas bucais completas, movimentos labiais, e
alimentacdo externa (Mcdiarmid e Altig 1999). Para os ensaios cronicos foram utilizadas trés
concentragdes ambientalmente relevantes de Glifosato: 500pug/L (concentragao permitida pelo
Ministério da Salde em agua potével, Brasil 2011), 700ug/L (encontrada em aguas
superficiais na Argentina, Peruzzo 2008) e 1000ug/L (registrada no Brasil em agua
superficial, Rodrigues e Almeida 2005).

Foram submetidos aos ensaios somente girinos que estavam em boas condicdes de
comportamento e mobilidade. Os ensaios crénicos semi estaticos tiveram duracéo de 14 dias
e os girinos foram alimentados diariamente com a mesma racao utilizada na criagdo. A adgua
com solucdo de Glifosato e controle foi renovada a cada sete dias (considerando a meia vida
do Glifosato de 7 a 8 dias; Jones et al. 2010; Edge et al. 2012) e os ensaios foram inspecionados
diariamente para controle de temperatura e pH, alimentagéo, retirada e contabilizacdo dos
mortos.

Os ensaios foram organizados em sextuplicata, utilizando-se 10 girinos por recipiente
de unidade experimental, de vidro extéril e cilindrico com 450ml de solucdo de Glifosato.
Foram colocados 60 girinos por concentracao testada e mais 60 girinos para o controle, para
cada espécie (Figura 1). Os girinos de P. cuvieri expostos aos ensaios tinham comprimento
total (CT — medida do rostro até o final da cauda) de 9,59+2,11mm (7,61mm — 11,7mm) e
massa de 0,014g + 0,007g (0,0045g - 0,0085g) e os girinos de P. gracilis tinham CT de
9,934mmz 1,5 (8,3mm — 12,71mm) e massa de 0,023g +0,009¢g (0,0045g — 0,0085g).
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Figura 1 — Organizacao dos ensaios em sextuplicata para Physalaemus cuveri e Physalaemus

gracilis expostos a diferentes concentrac6es da formulacdo comercial de Glifosato.

Ensaio de Microntcleo e Anormalidades Nucleares Eritrociticas

Para o ensaio de Micronucleo foram utilizados aleatoriamente 15 girinos de cada
concentracdo, e mais 15 do controle, totalizando 60 girinos analisados por espécie. Para cada
girino foram retiradas amostras de sangue por puncéo direta do cora¢do, com seringas de
insulina descartveis e heparinizadas. As amostras de sangue foram colocadas em laminas de
microscopia esterilizadas. Para cada girino foram feitas duas laminas de sangue, totalizando
120 por espécie.

As laminas com sangue foram deixadas durante 24 horas para secar, e fixadas em
alcool absoluto por 15 minutos. Posteriormente, foram coradas com corante Giemsa em
tampéo fosfato (pH 6,8) na proporcéo de 1:10, durante 12 minutos ao abrigo da luz (Figura
3). Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas suavemente com agua destilada com
auxilio de uma pisseta para a retirada do excesso de Giemsa. Apds este procedimento, as
laminas foram mantidas a temperatura ambiente para secar. Depois da secagem as laminas
foram acondicionadas e guardadas, para serem analisadas posteriormente. A andlise da
frequéncia de Micronucleos e demais anormalidades foi determinada a partir da contagem de
1000 eritrdcitos para cada girino, com auxilio de Microscopio Optico em objetiva de 100X,

com imersdo em 6leo mineral.
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2

Figura 2 — Preparacdo das laminas com esfregaco de sangue de Physalaemus cuvieri e
Physalaemus gracilis para o ensaio de Micronucleo.

No ensaio de Micronucleo foram analisados os Micronlcleos (corpos de
cromatina pequenos, ndo refrativos, circulares ou ovoides que mostram o mesmo padrdo de
coloracdo que o nucleo principal) e mais nove tipos de Anormalidades Nucleares Eritrociticas
(ENAs - erytrocite nuclear abnormalities). Foram consideras ENAs: (1) Células Binucleada:
Células com dois nucleos; (2) Células com Bolha ou Broto: Nucleos com pequena evaginacdo
de cromatina; (3) Célula Anucleada: Células sem ndcleo; (4) Nacleo Entalhado: Nucleos em
forma de rim, tendo uma invaginacdo sem material genético; (5) Nucleo Lobado: Nucleo com
uma ou mais evaginagGes maiores que uma bolha; (6) Microcitose: Célula com material
genético condensado e material citoplasmatico se reduzindo; (7) Caridlise: Nucleo
transparente, somente com o contorno do nucleo; (8) Apoptose: Célula com material genético
fragmentado (9) Nucleo Vacuolizado: Nucleo apresentando um ou mais vacuolos (Al-Sabti e
Metcalfe 1995; Carrasco et al. 1990).

ANALISE DOS DADOS

Os resultados obtidos através das andlises de Micronucleo e demais anomalias, foram
analisadas por ANOVA, seguida do ensaio post-hoc Tukey e/ou Dunnnett’s, quando p<0,05.
A maior Concentracdo de Efeito Ndo Observado (NOAEC - No Observed Adverse
Effect Concentration) e a menor Concentracdo de Efeito Observado (LOAEL — Lowest
Observed Adverse Effect Level) foram determinadas para todas as anormalidades nucleares
observadas. Para NOAEC e LOAEL a normalidade dos dados foi avaliada pelo ensaio de
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Shapiro Wilks e a homogeneidade das variancias foi testada por Bartllet. Para ensaio de
hipoteses utilizou-se ANOVA seguida do ensaio de Dunnett’s’s para comparar as médias de
cada tratamento com o controle. Também foi determinada a Méaxima Concentracéo Aceitavel
de Toxicante (Maximum Acceptable Toxicant Concentration - MCAT), que € a média
aritmética de NOAEC e LOAEL. Foi utilizado nivel de confianca de 95% e o software
Statistica 8.

Para a avaliacdo de risco ambiental, foi utilizada a abordagem de Quociente de Risco
(RQ - hazard quotient) que foi calculada como EEC / NOAEC (USEPA 1998), sendo a
maxima concentracdo estimada do contaminante no ambiente (EEC - Estimated (or
maximum) Environmental Contaminant Concentration) a concentragdo 2160ug/L encontrada
em aguas do Brasil (Rodrigues e Almeida 2005). Apos calcular o coeficiente de risco, foi
comparado ao nivel de preocupacdo da USEPA (Level of concern - LOC). Neste caso o valor
LOC pararisco é 1. Se 0 HQ> 1, os efeitos prejudiciais sao provaveis devido ao contaminante
em questdo (USEPA 2016).

RESULTADOS

No total, foram analisados 59850 eritrdcitos para P. cuvieri e 62383 para P. gracilis.
A existéncia de Microndcleos nas células expostas ao Glifosato (Figura 3 B) foi significativa
em relacdo ao controle, para ambas as espécies (P. cuvieri F (3, 54y = 4,7818, p<0,01 e P.
gracilis, F 3, 56)= 3,4054, p<0,01) ¢ significativa na maior concentragao (1000ug/L Dunett

p<0,001). Os controles das duas espécies nao apresentaram nenhum Micronucleo (Tabela 1).

Tabela 1 — Frequéncia de eritrocitos micronucleados em Physalaemus cuvieri e Physalaemus

gracilis expostos a Glifosato.

Physalaemus cuvieri

< N° de cél. . . Micronucleos
Concentracdo (ug/L) analisadas Micronucleos %)
Controle 16036 0 0
500 15550 30 0,19
700 15249 37 0,24
1000 13015 96* 0,73
Physalaemus gracilis *
< N° de cél. . . Micronucleos
Concentracdo (ug/L) analisadas Micronucleos %)
Controle 16067 0 0
500 15440 9 0,06
700 15365 5 0,32
1000 15511 117* 0,75

Significativo em relacdo ao controle, ANOVA e Dunnett’s (p<0,01 ou p<0,05), tabela 2
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Em relacdo as outras anormalidades (ENAs, figura 3 B-K), a mais frequente foi nucleo
entalhado, 3,4% eritrocitos para P. cuveiri, e 3,36% para P. gracilis (Tabela 2, Figuras 4 e 5).
As outras duas anormalidades mais frequentes em P. cuvieri foi Apoptose (1289 eritrdcitos)
e Microcitose (1078 eritrocitos). Para P. gracilis, a Microcitose (1029 eritrocitos) e a
Apoptose (788 eritrocitos) foram as mais frequentes apo6s o ndcleo entalhado. A anélise feita
entre micronicleo + ENAs encontradas em nossos ensaios foi significativa para as duas

espécies (Tabela 2 e 3, Figuras 4 ¢ 5).

Figura 3 — Micronucleo e Anormalidades nucleares detectadas nos eritrocitos dos girinos de

Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis expostos a concentracdes de Glifosato. (A)
Nucleo normal, (B) Microndcleo; (C) Microcitose; (D) Broto nuclear; (E) Binucleada; (F)
Nucleo lobado; (G) Nucleo entalhado; (H) Caridlise; (1) Apoptose; (J) Nucleo com vacuolo;
(H) Anucleada.
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Tabela 2 — Anormalidades Nucleares Eritrociticas (ENAs) em girinos de Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis, expostos a diferentes
concentracdes de uma formulacdo comercial do herbicida Glifosato. Para cada anormalidade esta apresentado o nimero absoluto e entre parénteses

a porcentagem.

P. cuvieri Outras Anormalidades Nucleares Eritrociticas (ENAS)
Concentracéao . '\.I,de N de Célula Broto Ncleo Nucleo Nucleo L Nucleo
individuos  células Anucleada  Apoptose . com Microcitose .
(ng/L) . ) Binucleada nuclear o Entalhado Lobado Vacuolizado
analisados analisadas Cariolise
Controle 15 16036 3(0,18) 12 (0,07) 9 (0,05) 4 (0,02) 5(0,031) 17(0,10) 6 (0,03) 8 (0,04) 5 (0,031)
500 15 15550 1(0,006)  205*(1,31) 0 (0) 60 (0,38) 200* (1,28) 390* (2,50) 98* (0,63) 200* (1,28) 100 (0,64)
700 15 15249 100 (0,65)  449*(2,49) 29(0,19) 110*(0,72) 322* (2,11) 820* (5,37) 129* (0,84) 396* (2,59) 200* (1,31)
1000 13 13015 379* (2,91) 623*(4,78) 207* (0,15) 247*(1,89) 380* (2,91) 836* (6,42) 354* (2,71) 474* (3,64) 311* (2,38)
P. gracilis Outras Anormalidades Nucleares Eritrociticas (ENAS)
Concentracdo . I\_I,de N de Célula Broto Nucleo Nucleo  Nucleo o Nucleo
individuos  células Anucleada  Apoptose . com Microcitose .
(ng/L) . ) Binucleada nuclear o Entalhado Lobado Vacuolizado
analisados analisadas Cariolise
Controle 15 16067 8 (0,049) 14 (0,08) 18 (0,11) 1 (0,006) 3(0,01) 5 (0,03) 0 (0) 6 (0,037) 5 (0,03)
500 15 15440 17 (0,11) 92 (0,59) 63 (0,40) 10 (0,06) 34(0,22) 712*(4,6) 54*(0,34) 336*(2,17) 110*(0,71)
700 15 15365 82* (0,53)  138(0,89) 34(0,22) 79*(0,51) 76(0,49) 629 *(4,09) 66*(0,42) 298*(1,93) 100* (0,65)
1000 15 15511 166* (1,07) 544* (3,50) 259*(1,66) 170* (1,09) 298* (1,92) 751* (4,84) 107* (0,68) 389* (2,50) 224* (1,44)

* significativo em relacdo ao controle, ANOVA e Dunnett's (p<0,01 ou p<0,05), tabela 2
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Tabela 3 — Resultados da ANOVA e Dunnett’s para Micronucleo e outras Anormalidades

Eritrocitica Nuclear (ENAs) em girinos de Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis.

Physalaemus cuvieri Valor de F Valor de P Valor de P
(ANOVA) (Dunett)
Microntcleo F 3,54 =4,7818 p< 0,01 p<0,01
Anucleada F (3 54y =25,327 p<0,01 p<0,01
Apoptose F @,54 =71,631 p<0,01 p<0,01
Célula Binucleada F (3,54 =16,347 p<0,01 p<0,01
Broto nuclear F 3,54 =12,845 p<0,01 p<0,05
Nucleo com Caridlise F (3,500 = 42,106 p<0,01 p<0,01
Nucleo Entalhado F (3 54) =33,756 p<0,01 p<0,01
Nucleo Lobado F (3,54 =163,19 p<0,01 p<0,01
Microcitése F (3,54 =37,733 p<0,01 p<0,01
Nucleo Vacuolizado F (3,50 =13,481 p<0,01 p<0,01
Physalaemus gracilis Valor de F 22,'\?8@;'; V(gﬂagﬁ)P
Micronucleo F G, 56=3,4054 p< 0,01 p<0,01
Anucleada F (s 56=31,500 p<0,01 p<0,01
Apoptose F @3,56=29,947 p<0,01 p<0,01
Célula Binucleada F (3,56 =15,874 p<0,01 p<0,01
Broto nuclear F (3, 56) =75,448 p<0,01 p<0,01
Nucleo com Cari6lise F 3,56=14,747 p<0,01 p<0,01
Nucleo Entalhado F (3,56 =15,443 p<0,01 p<0,01
Ntcleo Lobado F (3 56 =8,0471 p<0,01 p<0,05
Microcitdse F (3,56=10,853 p<0,01 p<0,01
Nucleo Vacuolizado F@, 56 =8,9846 p<0,01 p<0,05
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Figura 4 — Microndcleo e Anormalidades Nucleares Eritrocitarias (ENAS) detectadas em

girinos de Physalaemus cuvieri.
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Figura 5 — Microndcleo e Anormalidades Nucleares Eritrocitarias (ENAS) detectadas em

girinos de Physalaemus gracilis.

Em relacdo ao controle, todas as concentra¢fes foram significativas para ENAS nas
duas espécies, bem como, quanto maior a concentracdo mais alteracbes nucleares
eritrociticas foram observadas (P. cuvieri F 3, 54 = 61,365, p<0,01 e P. gracilis F (, s6) =
42,438, p<0,01 Dunnett's p<0,001) (Tabela 1 e 2; Figuras 6 e 7).

Analisando-se todas as anormalidades em conjunto a quantidade de ENAs
encontradas foi significativa na maior concentracao testada, 1000pg/L para as duas espécies
(P. cuvieri=F (2,40)=41,740, p<0,01 ¢ P. gracilis = F (2,42)=19,634, p<0,01, Tukey p<0,001,
Figuras 6 e 7).
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Concentracéo

Figura 6 — Microndcleos e Anormalidades eritrocitarias (ENAs) em girinos de
Physalaemus gracilis expostos a diferentes concentraces de Glifosato, comparados ao
controle.
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Figura 7 — Micronucleos e Anormalidades eritrocitarias (ENAs) em girinos de Physalaemus
cuvieri expostos a diferentes concentrac6es de Glifosato, comparados ao controle.

Somente a maior concentragdo 1000ug/L foi significativa para Micronucleo e todas
as ENAs. Algumas ENAs foram significativas a partir de 500ug/L, tanto para P. cuvieri
(Tabela 2, 3; Figura 8) e P. gracilis (Tabela 2, 3; Figura 9). A frequéncia de ENAS observadas

aumentou conforme a concentragao testada nas duas espécies (Figuras 8 e 9).
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Figura 8 — Frequéncia de células com Micronucleo e com outras anormalidades nucleares

em Physalaemus cuvieri expostos a diferentes concentragdes de Glifosato.
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Figura 9 — Frequéncia de células com Micronucleo e com outras anormalidades nucleares

em Physalaemus gracilis expostos a diferentes concentracdes de Glifosato.

Analise De Risco Ecologico

A partir dos valores de NOAEC e LOAEL para Micronlcleo e cada tipo de
anormalidade nuclear, foi calculado a Maxima Concentracdo Aceitavel para o Toxicante
(MATC). Essa concentracdo variou de 600 pg/L a 850 pg/L para as duas espécies (Tabela
4).

A analise de risco crénico, para Microntcleo e cada ENA variou de 3,08 a 4,3 para
as duas espécies. Estes valores estdo acima de LOC>1 para todas as ENASs observadas neste
estudo (Tabela 4).
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Tabela 4 —Valores de NOAEC, LOAEL, MATC e Risco crénico ecolégico (HQ) para
Microndcleo e outras Anormalidades Nucleares Eritrociticas (ENAS) observadas para cada

espécie.
. NOAEC
Physalaemus cuvieri (Lg/L) LOAEL(pg/L) MATC(ug/L) (HO)
Micronucleo + outras anormalidades 500 200 600 43
nucleares

Micronucleo 500 700 600 4,3

Célula Anucleada 700 1000 850 3,08
Apoptose 500 700 600 4,3

Nucleo Binucleado 700 1000 850 3,08

Nucleo com Broto 700 1000 850 3,08
Cariolise 500 700 600 4,3

Nucleo entalhado 500 700 600 4,3

Nucleo Lobado 700 1000 850 3,08
Microcitése 500 700 600 4,3

Nucleo Vacuolizado 500 700 600 4,3

Physalaemus gracilis NOAEC LOAEL(png/L) MATC(ug/L)
, (ug/L) (HQ)
Microndcleo + outras anormalidades 500 200 600 43
nucleares

Microndcleo 700 1000 850 3,08

Célula Anucleada 500 700 600 4,3
Apoptose 500 700 600 4,3

Nducleo Binucleado 500 700 600 4,3

Nucleo com Broto 500 700 600 4,3
Cariolise 500 700 600 4,3

Nucleo entalhado 500 700 600 4,3

Nucleo Lobado 500 700 600 4,3
Microcitose 500 700 600 4,3

Nucleo Vacuolizado 500 700 600 4,3

DISCUSSAO

O Glifosato induziu a formacdo de Micronicleo e de varias alteracGes nucleares
eritrociticas (ENASs) nas duas espécies de Physalaemus testadas. Desta forma, pode ser
considerado um agente toxico capaz de causar efeitos genotdxicos em anfibios. Isso
concorda com estudos que indicam que o Glifosato em suas formulagbes comercias séo
capazes de induzir efeitos genotdxicos em peixes, minhocas, camundongos e humanos (e.g.
Cavalcante et al. 2008; Bolognesi et al. 2009; Prasad et al. 2009; Guilherme et al. 2012;
Koller et al. 2012; Muangphra et al. 2012).
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Apesar de existirem poucos estudos avaliando a genotoxicidade de pesticidas em
anfibios (Cabagna et al. 2006; Yin et al. 2008; Giri et al. 2012; Lajmanovich et al. 2014),
alguns estudos classificam o Glifosato em sua formulacdo comercial Roundup como
clastogénico capaz de ocasionar danos genotéxicos em girinos (Clements et al. 1997; Latorre
e Lopez-Gonzélez et al. 2015; Schaumburg et al. 2016). O Glifosato pode ser capaz de
induzir estresse oxidativo, através da acumulacdo de acetilcolina nas fendas sinapticas, o
que gera radicais livres e alteracdes no sistema antioxidante (Blasiak et al. 1999; Shadnia et
al. 2005; Lushchak 2011). As consequéncias deletérias primérias do estresse oxidativo
provavelmente surgem de danos ao DNA, as alteragOes juntas formam um mecanismo
potencial de genotoxicidade (Wang et al. 1998; Watt et al. 2007).

Estudos com anfibios anuros tem demonstrado inducdo de Micronlcleos em
eritrécitos como consequéncia da exposicdo a agrotoxicos (Bouhafs et al. 2009;
Lajmanovich et al. 2014; Nikoloff et al. 2014). As duas espécies analisadas neste estudo
tiveram sensibilidade diferente em relagdo a concentracdo testada. Todas as concentracdes
foram capazes de induzir alguma anormalidade eritrocitica, principalmente nas
concentra¢fes mais altas, o que reforca as propriedades genotoxicas do Glifosato em sua
formulagdo comercial para anfibios anuros, em concentra¢cBes encontradas no ambiente e
permitidas pela legislacéo.

Além do Microndcleo, as outras anormalidades nucleares encontradas, também
significam dano a célula. A formacdo de Nucleo Entalhado nas células foi a anormalidade
nuclear eritrocitica mais frequente para as duas espécies, porém, o mecanismo exato de
formacédo desta anormalidade, ainda é desconhecido (L6pez-Gonzales 2017). Mesmo assim,
este tipo de alteracdo sempre ocorre induzida por compostos genotdxicos, podendo ocorrer
sozinha, na auséncia de Micronucleos ou em correlagdo com Micronucleos e outras
anormalidades (Ayllon e Garcia -Vasquez 2000; Kirschbaum et al. 2009).

Uma possibilidade de explicacdo para esta anormalidade, bem como para outras que
tornam os ndcleos celulares imperfeitos, pode ser explicadas por alguns autores, como um
investimento para eliminar danos genéticos, em situacGes de estresse ou exposicdo a
quimicos (Shimizu 1998, 2000; Fijan 2002). Neste sentido sempre que é detectado um dano
genético na célula, inicia-se um processo de recuperacdo e eliminacdo da cromatina
excedente. A regido alterada é entdo movida fora do nucleo e eliminada pela
exocitose. Antes de o processo ser concluido, a membrana nuclear apresenta imperfeicdes
(Carrasco et al. 1990; Prieto et al. 2008; Fenech et al. 2011). Portanto autores tem

considerado estas anormalidades como indicadores de danos genotoxicos (Cavas e Ergene-
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Gozlkara 2003; Ray et al. 2005; Arcaute et al. 2014; Pollo et al . 2015; Burella et al.
2016; Schaumburg et al. 2016).

Entre as ENAs mais frequentes encontradas em nosso estudo ainda estdo Nucleos
Microciticos. Ha evidencias de que Nucleos Microciticos também se formam como uma
estratégia para manter a integridade da célula, eliminando o material genético excedente.
Desa forma, o ndcleo se condensa diminuindo a propor¢do do material genético nuclear
(Souza e Fontanetti 2006; Lajmanovoich 2014). Esta situacdo de condensacdo de nucleo
parece ser um sinal claro de uma resposta a lesdes no material genético nuclear (Ray et al.
2005). E provavel que Nucleos Microciticos estejam associados também & apoptose das
células, que se programam para morrer eliminando danos (Saquib et al. 2012).

Aguas poluidas com substancias quimicas, principalmente provenientes de residuos
de pesticidas, tornam-se hipdxias (Barni et al. 2007). Na tentativa de aumentar a capacidade
de transporte de oxigénio neste tipo de &gua, pode ocorrer uma divisdo celular direta
(amitose) em anfibios, isto pode gerar celulas com ndcleos lobados, bilobados ou até mesmo
celulas anucleadas (Glomski et al. 1997; Barni et al. 1995, 2002, 2007).

Todas as concentracOes testadas foram capazes de causar ENAs, principalmente na
concentracdo mais alta 1000ug/L. Neste sentido, hd uma grande preocupacdo, ja que as
concentragOes testadas ainda sdo baixas comparadas ao que ja foi encontrado em &guas da
América do Sul, entre 1430 e 2160ug/L (Rodrigues e Almeida 2005; Govindarajulu 2008;
Aparicio 2013; Primost 2017). A Maxima Concentracdo de Toxicante (MATC) de Glifosato
para as Alteracdes Nucleares Eritrociticas (ENAs) variaram de 600 a 850ug/L, ou seja,
abaixo de 1000ug/L e com valores dentro de niveis ambientais ja registrados em aguas
superficiais do Brasil e outros paises (Australia,10000ug/L Mann e Bidwell 1999; Estados
Unidos, 7600ug/L Giesy et al. 2000; Brasil, 2160ug/L Rodrigues e Almeida 2005;
Argentina, 700ug/L Peruzzo 2008). Outra questdo importante € que a maioria das ENAS
poderia ser causada em concentracfes de Glifosato a partir de 600ug/L. Essa concentragao
estd proxima do que é permitido pela legislacdo Brasileira em agua potavel (500ug/L,
Ministério da Satde 2011) e muito menor do que ja foi encontrado em aguas semelhantes ao
habitat das duas espécies em estudo (Rodrigues e Almeida 2005).

O ensaio de Micronucleo pode ser utilizado para avaliacdo de risco (Hayashi 2016).
Analisando o Coeficiente de Risco Cronico (HQ) para todas as anormalidades nucleares em
relacdo aos valores de referéncia da USEPA o Glifosato apresenta risco ambiental para
genotoxicidade. Ou seja, as concentracdes ambientais de Glifosato testadas tém risco

genotoxico para P. cuvieri e P. gracilis e possivelmente para outras espécies de anfibios.
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CONCLUSAO

De acordo com nossos resultados o uso de Micronucleos e demais ENAs se
mostraram sensiveis a determinacdo de danos genotdxicos. Nossos dados mostraram que
todas as concentragOes de Glifosato testadas foram capazes de induzir imperfeigdes nos
nacleos celulares, representando assim danos citotoxicos e genotdxicos nas duas espécies de
Physalaemus testadas.

Mesmo em concentracGes baixas, inclusive menores do que € encontrado em
ambiente natural da America do Sul ou permitido pela legislagdo Brasileira, houve uma
grande diferenca em relacdo ao controle e as concentragfes testadas. Isso impacta
significativamente na sobrevivéncia de espécies que habitam ecossistemas aquaticos
contaminados.

Tendo em vista 0 amplo uso das formulagdes comerciais de Glifosato nas lavouras e
as concentracdes encontradas em ambiente natural, pode-se considerar que esse herbicida
oferece risco em potencial, principalmente em relacdo a integridade genética das populagdes
nativas de determinadas espécies de anfibios, particularmente a espéecie P. cuvieri e P.

gracilis.
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CONSIDERACOES FINAIS

e Com relacdo a toxicidade aguda, as espécies apresentaram sensibilidade diferente as
concentracdes de Glifosato testadas, Physalaemus cuvieri foi mais sensivel que

Physalaemus gracilis.

e Praticamente todas as concentracGes de Glifosato testadas, causaram malformacdes
graves de corpo, cauda e membros para as duas espécies deste estudo, tanto em fase
de girino, como de metamorfose. As malformagOes encontradas podem aumentar a
suscetibilidade a predacdo e reduzir o sucesso de forrageamento, implicando
significativamente na sobrevivéncia de anfibios, particularmente das espécies P.

cuvieri e P. gracilis.

e Asmalformagdes encontradas aumentaram em quantidade e gravidade a medida que
se aumentaram as concentracdes. Esses resultados se tornam ainda mais graves
levando-se em conta que as concentracOes testadas sdo consideradas validas pela
legislacdo brasileira, bem como ja foram encontradas em ambiente natural, para

aguas do Brasil e Argentina.

e O Glifosato afetou o comprimento e 0 peso dos girinos das duas espécies testadas,
isso indica menores chances de chegar a vida adulta, bem como um provavel

insucesso reprodutivo.

e A concentracdo 280ug/L, permitida pela legislacdo brasileira para aguas de classe
I11, retardou o periodo de metamorfose dos girinos das duas espécies, permanecendo
mais dias em climax metamorfico. Neste periodo girinos sdo presas faceis e as

chances de sobrevivéncia se reduzem.

e Todas as concentracdes testadas foram capazes de causar Anormalidades Nucleares
Eritrociticas (ENAS), principalmente na concentracdo de 1000ug/L, que também
induziu a formacdo de Micronucleos. Seguindo a logica de que as concentragdes
testadas, sdo baixas comparadas ao que ja foi encontrado no ambiente para o Brasil

e outros paises, anfibios podem estar sofrendo danos em seus habitats naturais.
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As concentracdes testadas de Glifosato apresentaram alto risco ambiental agudo e
cronico para as duas espécies. Portanto, as concentragdes ambientais encontradas
para este herbicida, causam efeitos negativos (toxicos e genotdxicos) para as duas
espécies em estudo.



