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1 INTRODUCAO GERAL

A extensa area de plantio no Brasil proporcionou que o pais se tornasse um dos maiores
produtores agricolas do mundo e o segundo maior exportador desses produtos (IBGE, 2015;
PIGNATI et al., 2017). Com esse crescimento e 0 uso em larga escala na agricultura
comercial, 0 pais esta no ranking de maior consumidor de agrotéxicos do planeta (GUIDA et
al., 2018; ARAUJO et al., 2019). Segundo Oliveira e Silva (2020), de janeiro a outubro de
2019, 382 agrotdxicos foram liberados no Brasil, tratando-se do maior ritmo de liberacdo da
ultima década para o pais. Destes, 42 tem restricdes ou sdo banidos em diversos paises
europeus, indicando pouco poder restritivo na atual legislacdo brasileira quanto ao uso de
agrotoxicos e quanto aos limites permitidos em agua potavel (ROCHA, 2020).

O uso inadequado de agrotoxicos vem causando impacto no meio ambiente e declinios
populacionais de espécies ndo-alvo, como péssaros, organismos aquaticos e outros animais
(MAHMOOD et al.,, 2016). As aplicacdes ndo seletivas de agrotoxicos em atividades
agropastoris estdo entre as principais causas da contaminacdo e degradacdo de habitats,
afetando espécies ocorrentes nas areas de plantio e no entorno, contribuindo para o declinio de
espécies nativas (SILVANO, SEGALLA, 2005, SPARLING et al., 2010; ALLENTOFT;
O’BRIEN, 2010, SCHIESARI, GRILLISTCH, 2011, SCHIESARI et al., 2013, HOSKINS,
BOONE, 2017).

Por diferentes meios como lixivia¢do ou pulverizacdo, além dos organismos-alvo, esses
agrotoxicos também afetam o ambiente no entorno, incluindo o ar, o solo e as aguas
subterraneas e superficiais contaminando todo o ecossistema (NSIBANDE; FORBES, 2016).
Nos ultimos anos, a soja, 0 milho e a cana-de-acUcar representavam as culturas com maior
consumo de agrotdxicos (PIGNATI et al., 2017). Associadas ao algoddo, as quatro culturas
chegaram a utilizar 82% de todo o agrotoxico utilizado no Brasil, utilizadas como matéria-
prima de produtos industrializados como a producéo de energia (&lcool), roupas (algodao) ou
ainda alimentacdo de animais (soja e milho) SINDIVEG (2018).

O herbicida a base de 4cido diclorofenoxiacético (2,4-D) ¢ o segundo herbicida
ingrediente ativo mais vendido no Brasil e ja foi detectado em aguas superficiais e
subterraneas. No estado do Rio Grande do Sul a Secretaria da Agricultura, Pecuaria e

Desenvolvimento Rural, no inicio de dezembro de 2019, proibiu o uso das formulagdes que
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continham o principio ativo 2,4-D até dia 31 de dezembro do mesmo ano, devido a denuncia
de agricultores de contaminagdo de pomares por esse herbicida (Instrugdo Normativa
SEAPDR N° 15 de 04/12/2019). No entanto, essa proibi¢cao durou apenas um mes.

Os mananciais hidricos no entorno de areas agricolas sao altamente expostos/propicios a
contaminacgdo pelos agrotéxicos, devido ao escoamento dos produtos utilizados de forma
inadequada ou excessiva nas lavouras (CERIACO, 2010). Os herbicidas, inseticidas e
fungicidas utilizados na agricultura podem ser lixiviados durante os periodos de chuva e
atingir organismos aquaticos e afetar a saude destes, mesmo em concentragdes consideradas
baixas (MNIF et al., 2011). Em baixas concentragdes, os pesticidas podem nao ocasionar a
morte dos individuos, mas s3o descritos por acarretar uma série de consequéncias por longas
exposicdes como alteracdes na imunidade, na habilidade osmorregulatéria, na fungao
reprodutiva no metabolismo energético e na morfologia dos individuos (MNIF ef al., 2011;
RUTKOSKI et al., 2018; HEREK, et al., 2020). Do ponto de vista ecologico, os agrotoxicos
sdo importantes agentes estressores a diversos organismos, principalmente aquaticos, como os
anfibios (NWANI et al., 2010). Estes produtos podem interferir na estrutura das comunidades,
acarretando letalidade e/ou mudangas metabolicas e bioquimicas nos tecidos de animais
(NWANI et al., 2010; RUTKOSKI et al., 2020).

Com mais de 1.000 espécies de anfibios ja descritas, o Brasil possui a maior diversidade
mundial e a cada ano novas espécies sdo descobertas (SEGALLA et al., 2016; WALKER et
al., 2018; CARVALHO et al., 2019). A Mata Atlantica apresenta a maior riqueza de anfibios
anuros entre os biomas brasileiros, com mais de 500 espécies conhecidas, sendo que destas,
aproximadamente 60% sdo endémicas deste bioma (HADDAD et al., 2013; VILLALOBOS
etal., 2013; ROSSA-FERES et al., 2018).

Dentre os vertebrados, os anfibios sdo o grupo taxondmico mais ameacado, com maior
nimero de registros sobre o declinio e extingcdes populacionais nas florestas tropicais
(RIPPLE et al., 2019; CONVERSE; GRANT, 2019; IUCN, 2020,). O declinio desses animais
deve-se a diversos fatores, como a 0 extenso uso de agrotoxicos e fertilizantes quimicos, além
da fragmentacdo e destruicdo de habitats, introducdo de espécies exoticas, mudancas
climéticas, maior exposicdo a radiagdo ultravioleta e doencas fungicas (HAYES et al., 2010;
BLAUSTEIN et al., 2011; ADAMS et al., 2013; GONCALVES et al., 2015; DE OLIVEIRA
et al., 2016; LIPINSKI et al., 2016; BERGER et al., 2016). Segundo a IUCN (2020), no
século passado, 32 espécies de anfibios foram extintas e, atualmente, em torno de 41% das

espécies estdo ameacadas.
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Em funcdo da fragilidade dos anfibios aos agrotoxicos, a contaminacdo de recursos
hidricos interfere na dindmica das populacGes desses organismos (POLO-CAVIA et al.,
2016). De acordo com, Lanct6t et al., (2014) a exposicao a produtos quimicos durante as fases
iniciais da vida pode atrasar e/ou inibir a metamorfose de larvas de anfibios o que pode
impactar negativamente a reproducdo desses animais. Outros problemas acarretados pelo
contato dos anfibios com agrotoxicos sdo as alteragdes no crescimento, no desenvolvimento,
na reproducdo e no comportamento nos estagios iniciais de vida dos girinos (MACAGNAN et
al., 2017; RUTKOSKI et al., 2018; WRUBLESWSKI et al., 2018). Além disso, a exposi¢do
aos agrotoxicos pode ter consequéncias indiretas na sobrevivéncia dos anuros ao atingir
outros niveis ecologicos, como por exemplo, interferindo na base alimentar (fitoplancton e
zooplancton), reduzindo a oferta de alimentos e a sobrevivéncia dos girinos (RELYEA,
DIECKS, 2008; RELYEA; EDWARDS, 2010; AMERICO et al., 2015).

Os anfibios s&o considerados 6timos bioindicadores ambientais e sdo utilizados como
modelos de estudos em ensaios ecotoxicol6gicos por integrarem ecossistemas aquéaticos e
terrestres, aléem de ser um dos grupos de vertebrados mais sensiveis as mudangas ambientais e
a contaminantes (BLAUSTEIN; KIESECKER 2002; FRANCA et al., 2017, GONCALVES et
al., 2015, 2017; 2019).

Ensaios de toxicidade sdo métodos importantes na deteccdo e avaliacdo dos efeitos
prejudiciais de agrotéxicos em espécies ndo-alvo (SILVA et al.,, 2013). A utilizacdo de
organismos-teste permite a identificacdo de compostos que afetam os sistemas biol6gicos e a
avaliacdo do potencial de risco ambiental de determinados contaminantes (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006; COSTA et al., 2008). Os ensaios consistem na exposicdo de
organismos nao-alvo, por um determinado periodo de tempo, a diferentes concentracGes de
substancias/compostos quimicos (GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990; MAGALHAES;
FILHO, 2008). Os testes ecotoxicolégicos compreendem ensaios agudos e crénicos. Os
ensaios agudos avaliam a capacidade de uma substancia provocar a morte ou a imobilidade de
um organismo-teste durante um curto periodo de exposicdo (HADER; RICHTER, 2009). Os
ensaios de ecotoxicidade cronica sdo realizados para medir os efeitos de substancias quimicas
por um periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo-teste
(MAGALHAES; FILHO, 2008). Os testes cronicos permitem avaliar os possiveis efeitos
toxicos de substancias quimicas sob condicGes de exposicOes prolongadas a concentragdes
sub-letais, ou seja, concentracfes que permitem a sobrevivéncia dos organismos, mas que

afetam suas fungdes bioldgicas, tais como reproducdo, desenvolvimento de ovos, crescimento
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e maturacdo, fisiologia e histologia, além de alteracbes comportamentais (RAND;
PETROCELLI, 1985; RODRIGUES, 2007; MAGALHAES; FILHO, 2008), dados estes
utilizados para o calculo da Avaliacdo de Risco Ecoldgico (ARE) (USEPA, 1992).

Avaliacdo de Risco Ecoldgico (ARE) é um processo que compreende a probabilidade de
ocorrer ou de ja estarem ocorrendo efeitos ecologicos adversos no ambiente devido a
exposic¢do a um ou mais agentes estressores (USEPA, 1992). A ARE tem por objetivo avaliar
agentes estressores que podem causar impacto ambiental em diferentes niveis de organizacao
bioldgica, e, assim, verificar efeitos ecologicos em ecossistemas aquaticos causados pelo uso
de agrotoxicos. E uma importante ferramenta no processo de registro de agrotoxicos em
diversos paises (USEPA, 1998; CAMPOS et al., 2016) por ser considerada um instrumento
robusto e que traz resultados satisfatorios sobre a qualidade ambiental de um ecossistema,
importante para a gestdo ambiental (CHEN et al. 2013).

Vaérios estudos ecotoxicoldgicos relacionados aos danos na saide humana e ambiental
causados pelo uso de agrotdxicos, também utilizam o teste de micronucleo (MN), o qual
avalia efeitos mutagénicos (MORON et al., 2006; KUNST et al., 2014; CARBAJAL-LOPEZ
et al., 2016; BUENO et al., 2017). Considerada uma técnica confiavel, rapida e com baixo
custo, o teste do microndcleo avalia a taxa de microndcleo e aberragdes morfoldgicas. As
estruturas caracterizadas como microndcleos ocorrem durante a anafase, onde, quando
alteradas, as cromatides e fragmentos cromossémicos acéntricos ndo sao transportados pelas
fibras do fuso para os polos opostos no processo de divisdo celular, ndo sendo incluidas no
nucleo das células filhas (OBIAKOR et al., 2012). Desta forma, o teste é utilizado para
investigar agentes genotdxicos em organismos expostos a daguas contaminadas com
substancias quimicas poluentes (ARSLAN et al., 2015).

O mesmo teste utilizado para avaliacdo do micronicleo permite identificar alteracoes
nucleares eritrociticas (ANES), que sdo anormalidades nucleares usadas como ferramentas
para a avaliacdo da genotoxicidade em células. As ANEs sdo marcadores celulares que podem
refletir os efeitos iniciais de agentes genotdxicos visualizados pelas alteragdes morfoldgicas
das células nucleares (CAVAS, 2011). Alguns estudos descreveram a presenca de ANES
(além do micronucleo) em diversos organismos testes bioindicadores, como em anuros
expostos a herbicidas (LAJMANOVICH et al., 2018) e metais pesados (MONTEIRO et al.,
2018) demostrando que essa técnica auxilia no monitoramento da poluicdo ambiental
(BELIEN et al., 1995; GONCALVES et al., 2014).
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Além de induzir alteragcdes genéticas, 0os contaminantes comprometem a fisiologia, a
sobrevivéncia e provocam distarbios nas fases do ciclo celular de organismos aquéticos
(DARZYNKIEWICZ et al., 2017; CORDUK et al., 2018). Diversos estudos apontam que 0s
anfibios sdo organismos sensiveis sendo bons indicadores para deteccdo de agentes
genotoxicos. Sendo assim testes de MN podem ser considerados uma ferramenta apropriada
para detectar efeitos da exposi¢cdo a xenobidticos em organismos, incluindo anfibios (De
LAPUENTE et al. 2015; PEREZ-IGLESIAS et al., 2015).

Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do herbicida acido
2,4-diclorofenoxiaceético (2,4-D) em relacdo a mortalidade, atividade natatdria, malformacdes

e potencial genotdxico organismos ndo-alvo de Physalaemus cuvieri.
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EFEITOS SUBLETAIS DA FORMULACAO COMERCIAL DO HERBICIDA 2,4-D
EM Physalaemus cuvieri (ANURA: LEPTODACTYLIDAE)
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RESUMO

Os mananciais hidricos no entorno de &reas agricolas sdo altamente expostos a contaminacao
devido ao escoamento dos agrotoxicos. A contaminacdo destes recursos hidricos interfere na
dindmica das populacGes de anfibios em funcdo da fragilidade desses organismos as
substancias quimicas. Anfibios sdo considerados bioindicadores ambientais pela alta
sensibilidade a agrotoxicos e por integrarem ecossistemas aquaticos e terrestres. O 2,4-D € o
segundo herbicida mais vendido no Brasil e j& foi detectado em aguas superficiais e
subterraneas. E reconhecido como um dos principais poluentes dos ecossistemas aquaticos
pela sua capacidade de bioacumulacdo em organismos ndo-alvo. Neste cenario, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos subletais de diferentes concentragcbes da formulacao
comercial de 2,4-D em relacdo a mortalidade, atividade natatdria, malformacdes e potencial
genotoxico em Physalaemus cuvieri. Girinos de P. cuvieri foram expostos a seis
concentragdes de 2,4-D: 0,0, 4,0, 30,0, 52,5, 75,0 e 100,0 pg a.e. L, por 168 horas. Os
girinos apresentaram alteracbes na atividade natatoria, especialmente hiperatividade.
Malformacdes na boca e no intestino foram as alteragcbes mais encontradas sendo significativa
na concentracdo de 100,0 ug a.e. L. O 2,4-D aumentou a frequéncia de microntcleo nas
maiores concentracles testadas, além de induzir outras anormalidades nucleares como nucleo
lobado, nucleo entalhado, nicleo com bolha e ndcleo com microcitose. A mortalidade foi
significativa nas concentragdes acima de 52,5 pg a.e. L. Estes resultados demonstram o
comprometimento do desenvolvimento e da manutencdo da espécie de P. cuvieri em seus

ambientes naturais.

Palavras-chave: Agrotoxico. Anfibios. Atividade Natatoria. Microndcleo. Mortalidade.
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SUBLETHAL EFFECTS OF THE COMERCIAL FORMULATION OF 2,4-D
HERBICIDE IN Physalaemus cuvieri (ANURA: LEPTODACTYLIDAE)

ABSTRACT

The water sources surrounding agricultural areas are highly exposed to contamination due to
the flow of pesticides. The contamination of these water resources interferes in the dynamics
of amphibian populations due to the fragility of these organisms to chemical substances.
Amphibians are considered environmental bioindicators for their high sensitivity to pesticides
and for integrating aquatic and terrestrial ecosystems. 2,4-D is the second best-selling
herbicide in Brazil and has already been detected in surface and underground waters. It is
recognized as one of the main pollutants of aquatic ecosystems for its bioaccumulation
capacity in non-target organisms. In this scenario, the objective of this work was to evaluate
the sublethal effects of different concentrations of the commercial formulation of 2,4-D in
relation to mortality, swimming activity, malformations and genotoxic potential in
Physalaemus cuvieri. P. cuvieri tadpoles were exposed to six concentrations of 2,4-D: 0.0,
4.0, 30.0, 52.5, 75.0 and 100.0 pg a.e. L, for 168 hours. Tadpoles showed changes in
swimming activity, especially hyperactivity. Malformations in the mouth and intestine were
the most frequently found alterations, being significant in the concentration of 100.0 pg a.e. L~
1 The use of 2,4-D increased the frequency of the micronucleus in the highest tested
concentrations, in addition to inducing other nuclear abnormalities such as lobed nucleus,
notched nucleus, bubble nucleus and microcytosis nucleus. The mortality was significant in
concentrations above 52.5 pg a.e. L'1.These results demonstrate the commitment to the

development and maintenance of the P. cuvieri species in its natural environments.

Keywords: Pesticide. Amphibians. Swimming activity. Micronucleus. Amphibians.
Mortality.
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2 INTRODUCAO

A extensiva utilizacdo de agrotoxicos nos sistemas agricolas representa um grave
problema ambiental, principalmente nos paises em desenvolvimento, cujas economias estéo
diretamente relacionadas aos produtos do agronegdcio (BOMBARDI, 2017). Segundo a
Anvisa (2018), o mercado mundial de agrotdxicos cresceu 93% nos Ultimos dez anos, sendo
que no Brasil, este crescimento chegou a 190%. O uso inadequado de agrotdxicos possibilita a
contaminacdo dos sistemas naturais no entorno dos sistemas agricolas, causando impacto no
meio ambiente e declinios populacionais de anfibios (SLABY et al., 2019).

As contaminacBes do meio aquatico por agrotoxicos podem ocorrer pelo processo de
carreamento do solo, aplicacdo via aérea, lavagem dos equipamentos de pulverizacdo e 0 uso
inadequado, onde a alta toxicidade, pode gerar danos a saide humana, animal e ambiental
(DOMINGUES JUNIOR et al., 2011). Diversos estudos tém relatado que a presenca de
agrotoxicos nos corpos hidricos podem atingir altas concentragdes, principalmente proximos
as regibes agricolas, onde esses produtos sdo utilizados (VEIGA et al., 2006;
VASCONCELOS, 2014, AGOSTINI et al., 2020).

Os herbicidas visam maximizar a producdo agricola por meio do controle de plantas
daninhas. No entanto, 0 uso excessivo pode causar impactos negativos em diversas espéecies
ndo-alvo, principalmente as que ocorrem nos ambientes aquaticos (BOMBARDI, 2017,
GAAIED et al., 2019).

No Brasil, os herbicidas representam a classe de agrotoxicos mais utilizada sendo o
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) o segundo ingrediente ativo mais vendido no pais
desde 2013 (IBAMA 2020). De baixo peso molecular, o 2,4-D é um membro da familia dos
herbicidas clorofenoxiacéticos, pertencente ao grupo fenoxiacético (ANVISA, 2018).
Isoladamente ou em combinagdo com outros dois herbicidas (aminopiralide e picloram),
existem 24 formulagGes comercias que tém como ingrediente ativo o 2,4-D (MARCATO et
al., 2017), o qual é largamente utilizado em grandes culturas, como arroz, aveia, cana-de-
acucar, milho, soja, trigo, dentre outras (LI et al., 2017).

Com alta solubilidade em agua (KEARNS et al., 2014), e longa persisténcia no solo
(MARCATO, 2014; ISLAM et al. 2018), o 2,4-D é reconhecido como um dos principais
poluentes dos ecossistemas aquaticos (ATAMANIUK et al., 2013). Mountassif et al. (2008)
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reportaram que cerca de 90% deste herbicida ocasionalmente atinge os mananciais hidricos
(MOUNTASSIF et al., 2008), podendo ocasionar sérios problemas no ecossistema aquético e
risco a satde humana (KEGLEY et al., 2010; KEARNS et al., 2014).

Dentre os vertebrados, anfibios anuros sdo de particular importancia para estudos
toxicoldgicos com agrotoxicos, pois muitas espécies se reproduzem em areas agricolas ou
préximo a essas (MARGARIDO et al., 2013; MACAGNAN et al., 2017; RUTKOSKI et al.,
2018), tornando-os espécies modelo como bioindicadores de estresse ambiental
(bioindicadores) (RUTKOSKI et al., 2018; WRUBLESWSKI et al., 2018). Esses animais
vivem tanto em ambientes aquaticos (larvas e adultos) quanto em ambientes terrestres
(adultos) e, por possuirem apele permeavel, permitem maior absor¢do de substancias toxicas
(CUSHMAN, 2006; SPARLING et al., 2010; BRADFORD et al., 2011; GONCALVES et
al., 2014; BORGES et al. 2019). Embora ainda escassas, nos ultimos anos tem aumentado as
pesquisas envolvendo os efeitos deste herbicida em anfibios (COADY et al., 2013;
FIGUEIREDO; RODRIGUES, 2014; MESAK et al., 2018; CURI et al., 2019; FREITAS et
al., 2019), alertando para seus efeitos toxicos. No entanto, a alta diversidade de agrotéxicos
utilizados ainda requer inimeros estudos para que os efeitos nocivos ao ambiente sejam
avaliados.

Physalaemus cuvieri (FITZINGER, 1826) ou ra-cachorro, como popularmente é
conhecida, pertence a familia Leptodactylidae. E uma espécie de tamanho pequeno a médio
(HADDAD; SAZIMA, 1992), que apresenta uma ampla distribuicdo geogréafica, ocorrendo
em boa parte do territdrio brasileiro, leste do Paraguai e norte da Argentina (BORGES-
MARTINS, 2007; MIJARES; RODRIGUES; BALDO, 2010; FROST 2020). Essa espécie
ocorre em muitos tipos de habitat, sendo geralmente encontrada durante a noite em ambientes
abertos ou florestais proxima a corpos d’agua lénticos artificiais ou naturais, temporarios ou
permanentes (MIJARES; RODRIGUES; BALDO, 2010).

No periodo da desova, essa espécie € encontrada em charcos, agudes e em corpos
d’agua temporarios com sua atividade reprodutiva durante a estacdo chuvosa (BARRETO;
ANDRADE 1995; BASTOS et al. 2003). As desovas sdo depositadas em ninhos de espuma
na agua proéximos as margens e estas podem conter de 277 a 725 ovos (BARRETO,
ANDRADE 1995). Na Argentina P. cuvieri esta listada como localmente ameagada devido a
extracdo de madeira, a poluicdo da terra e da agua causada pelo escoamento de agrotoxicos e
a destruicdo do habitat para a agricultura (MIJARES et al., 2010).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Leptodactylidae
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1984-46702017000100316&script=sci_arttext#B3
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Herbicidas fenoxiacéticos, como o 2,4-D e seus contaminantes, podem causar aumento
da mortalidade fetal, efeito teratogénico e efeitos reprodutivos em diferentes organismos
(FACT SHEET, 2000) além de serem considerados carcinogénicos, podendo gerar transtornos
enddcrinos (KEGLEY et al. 2010). Organismos ndo-alvos expostos ao 2,4-D em um curto
periodo de tempo demonstraram capacidade de bioacumulacdo (DA FONSECA et al., 2008;
KILJANEK et al., 2016).

Dentro deste contexto, este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos subletais de
diferentes concentracbes da formulacdo comercial de 2,4-D em relacdo a mortalidade,

atividade natatdria, malformaces e potencial genotoxico em girinos de Physalaemus cuvieri.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AGROTOXICO

O agrotdxico utilizado para a realizacdo dos testes de toxicidade foi a formulagédo
comercial do herbicida 2,4-D (4cido 2, 4-diclorofenoxiacético com 670 g L™ do equivalente
acido; Nortox®, Arapongas/PR), registrado no Ministério da Agricultura, da Pecuéaria e
Abastecimento — MAPA sob n° 030009.

De acordo com a bula o 2,4-D tem Classificacdo Toxicoldgica | - Extremamente
Toéxico, Classificacdo do Potencial de Periculosidade Ambiental 111 - Produto Perigoso para o
Meio Ambiente. Esse herbicida tem meia vida na dgua de 29 dias (SOUZA, 2014), e a sua
solubilidade na agua a 20 °C é de 24300 mg L™, com coeficiente de parti¢do octanol - dgua
log Kow de - 0,82, pressao de vapor a 20 °C é de 0,009 mPa e a constante da Lei de Henry a
4,0 X 10°%, sendo altamente soltvel em agua (IUPAC, 2019).

Para a solucdo-estoque foi feita a diluicdo da formulacdo comercial em agua destilada,
para obter uma concentracdo de 500 mg a.e. L de 2,4-D e entdo procedeu-se o preparo das
concentragdes utilizadas no estudo: 0,0, 4,0, 30,0, 52,5, 750 e 100,0 pug ae L1 As
concentracdes utilizadas foram baseadas no &cido equivalente (a.e.) de 2,4-D utilizado na

formulacdo comercial.

3.2 ORGANISMO-TESTE E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Physalaemus cuvieri foi a espécie utilizada como organismo teste (Figura 1-A). As
desovas foram coletadas manualmente em corpos de agua lénticos (Figura 1-B/C/D)
localizados na Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Erechim — RS
(Latitude: 27°43” 46,11 Sul; Longitude: 52°16° 54,40 Oeste), entre 0s meses de outubro
2018 a janeiro 2019.

As desovas foram coletadas mediante autorizagéo #65820 do Instituto Chico Mendes de
Conservacéo da Biodiversidade (ICMbio), com aprovacio do Comité de Etica de Uso Animal
(CEUA/UFFS; 23205.003087/2018-11). O experimento foi realizado na Universidade Federal
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da Fronteira Sul (UFFS), Campus de Erechim, no Laboratdrio de Ecologia e Conservagéo, no

periodo compreendido entre outubro de 2018 a marco de 2019.

FIGURA 1- Physalaemus cuvieri adulto (A). Local da coleta (B). Desova em corpos d* agua
Iénticos (C). Coleta manual das desovas (D). Fotos: Gilcinéia dos Santos

As desovas coletadas foram transportadas para o Laboratério de Ecologia e
Conservacdo da UFFS e em seguida acondicionadas em aquarios de 15 litros com agua de
pogo artesiano declorada e com aeragdo constante, com temperatura de 24°C (+ 1) (Figura 2).



FIGURA 2 - Criacdo de girinos de Physalaemus cuvieri, Laboratério de Ecologia e
Conservacao, UFFS. Foto: Gilcinéia dos Santos.

A 4gua utilizada na criacdo dos girinos e nos experimentos apresentou 0s seguintes
parametros: 24°C (+ 1); pH, 7,0 (+ 0,5), oxigénio dissolvido de 5 (+ 1) mg.L?, turbidez < 5,
condutividade de 160 (£ 10) uS.cm™?, alcalinidade de 9,74 mg CaCO3.L?, Na de 44,1 mg.L ™,
Mg de 1,35 mg.L?, Fe de 0,08 mg.L %, Ni < 0,001 mg.L. Os girinos foram alimentados uma
vez por dia com racdo comercial completa para peixes em flocos (Alcon Basic®) e alface

organica.

3.2.1 Ensaio de Toxicidade Cronica

Para os ensaios da toxicidade cronica (subletal) foram utilizadas seis diferentes
concentragdes do herbicida 2,4-D na agua: 0,0, 4,0, 30,0, 52,5, 75,0 e 100,0 pg a.e./ L. As
concentragdes foram selecionadas de acordo com o permitido pela legislacdo brasileira (4,0-
30,0 ug.L''; Tabela 1) e a partir de estudos realizados em corpos hidricos dentro da 4rea de

ocorréncia de P. cuvieri (Tabela 1).
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TABELA 1 - Concentracfes de 2,4-D utilizadas no ensaio de toxicidade crénica em girinos
de Physalaemus cuvieri.

TRATAMENTO 2,4-D REFERENCIA
(uga.e/L ™)
1 4,0 Limite maximo em agua doce classe | e classe Il

(resolucdes 357/2005, BRASIL, 2005).

2 30,0 Méaximo em agua doce potavel classe Il (resolugdo
2914/2011, BRASIL, 2011; Portaria de Consolidagéo
n® 5 de 28/09/2017, BRASIL, 2017).

3 52,2 Concentracdo intermediaria entre a maior concentracao
permitida em agua doce e a maior encontrada em agua
superficial.

4 75,0 Encontrada em aguas superficiais (PINHEIRO et al.,
2010).

5 100,0 Concentragdo maxima neste estudo, considerando o

registrado em corpos de agua lénticos com ocorréncia
de anfibios, em areas agricultaveis na Argentina
(AGOSTINI et al., 2020).

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Ao atingirem o estadio de desenvolvimento 25 de acordo com a classificagdo de
Gosner (1960), os girinos foram realocados para recipientes de vidro esterilizados, com seis
repeticbes. Cada recipiente recebeu 10 girinos, compondo uma unidade experimental. Cada
recipiente recebeu 500 ml da solucdo a ser testada, contendo &gua e a concentracdo definida
de 2,4-D. O grupo controle foi preparado somente com agua (Figura 3).

FIGURA 3 - Teste de toxicidade cronica de Physalaemus cuvieri com duragdo de 168 horas a
diferentes concentragfes da formulacdo comercial de 2,4-D. Foto: Gilcinéia dos Santos.



36

Os ensaios de toxicidade tiveram duragdo de sete dias (168 horas). Os girinos foram
alimentados diariamente com rag¢do Alcon Basic e alface orgdnica. Foram monitorados e
registrados os parametros de temperatura da agua, oxigénio dissolvido, mortalidade dos
girinos e analisado o comportamento de atividade natatéria dos girinos expostos. Pingas e
peneiras foram individualizadas entre os tratamentos para evitar contaminagdo. Os girinos
mortos foram retirados a cada 24 horas.

A atividade natatdria foi observada e registrada diariamente, de acordo com o método
da lista de verificacdo comportamental descrita na ASTM E1711 — 12 “Standard Guide for
Measurement of Behavior During Fish Toxicity Tests”. Foram observados quatro parametros
comportamentais, os quais foram comparados com o controle: (0) atividade natatoria igual do
controle, (1) letargia, ou atividade natatéria menor que o controle, (2) Hiperatividade, ou
atividade natatéria maior do controle e (3) atividade natatéria com contracfes espasmadicas,
tremores ou convulsdes. Para essa analise, foi feito um estimulo com bastdo de vidro,
mexendo devagar a agua trés vezes.

Apo6s 168 h de exposicdo ao herbicida, os girinos foram analisados para avaliar a
ocorréncia ou ndo de malformac6es. Foram analisados com auxilio de uma lupa os seguintes
parametros fenotipicos (HU et al., 2015): malformacdo intestinal (edema e morfologia),
anomalias oculares (lente turva e morfologia), coluna (curvatura), malformacdo na boca
(auséncia de queratodontes e morfologia dos labios). As malformacGes foram fotografadas

com o auxilio de um estereomicroscépio binocular (Nikon SMZ 745T).

3.2.2 Teste do Micronucleo e Anormalidade Nucleares de Eritrocitos

Ao final do ensaio, 10 girinos de cada concentracdo e do grupo controle foram
eutanasiados em solucdo de lidocaina por aproximadamente 5 minutos conforme descrito por
CONCEA (2018). Em seguida, com o auxilio de uma seringa heparinizada foram obtidas
amostras de sangue através de puncdo cardiaca. Com o sangue obtido, foi feito esfregaco e
colocado em ladminas limpas e deixado secar por um periodo de no minimo 12 horas.
Posteriormente as laminas foram coradas com o Kit Pandtico Rapido (LABORCLIN).

Inicialmente as laminas foram coradas com submissdo sequencial em solucdo de
triarilmetano (0,1%), durante 20 segundos, solucdo de xantenos (0,1%), por 20 segundos e na
solucéo de tiazinas (0,1%), 40 segundos. Posteriormente as laminas foram lavadas com agua

destilada e mantidas em temperatura ambiente até a secagem para analise.
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FIGURA 4 - Preparacdo das laminas de Physalaemus cuvieri para o teste de micronucleo
com o Kit de coloragdo Pan6tico Rapido. Foto: Gilcinéia dos Santos.

As laminas foram observadas em microscopio optico, resolucdo 100x para contagem
dos micronucleos presentes (até 1.000 eritrécitos por lamina). Foram observadas as
frequéncias de eritrocitos portadores de micronicleo (LAJMANOVICH et al., 2013)

calculados a partir da formula:

Nuamero de eritrécitos contendo microntcleo
X 1000

MN (%0) - nimero total de células contabilizadas

Além dos micronicleos, foram analisadas outras nove Alteracfes Nucleares
Eritrociticas (ANEs): (1) Células Entalhadas: nGcleos com uma pequena evaginagdo em forma
de fenda bem definida, apresentando forma de rim; (2) Células Apoptoéticas: nucleos sendo
levados a uma inativagdo e fragmentacdo, associados a morte celular; (3) Células
Binucleadas: células com dois nucleos; (4) Células com Broto Nuclear ou Bolha: células que
apresentam uma evaginacao pequena da membrana nuclear; (5) Células Lobadas: nicleo que
apresenta células que podem ter varios lobos com evaginacdes que apresentam formato
irregular maiores que as do nucleo com bolha; (6) Células Microcitose: Material genético
condensado em seu ndcleo e o citoplasma reduzido; (7) Células Vacuolizadas: nicleos que
apresentam uma regido clara destituida de qualquer material visivel no seu interior; (8)
Células Cariolise: apresenta somente o contorno do nucleo, com cor desvanecida sem material
genético; (9) Celulas Anucleadas: células sem a presenca de nucleos (CARRASCO et al.,
1990; FENECH et al., 2011; LAJMANOVICH et al., 2013).
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3 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade cronica quanto a mortalidade, atividade
natatoria, avaliagbes morfoldgicas e analises de micronucleo e demais anomalias, foram
submetidos a andlise de variancia ANOVA, com teste post hoc de Dunnet, comparando-se 0s
resultados obtidos para os animais do grupo controle e os animais expostos. As diferencas
entre as concentracdes foram analisadas utilizando-se o teste de Tukey para comparacdo de
médias. Em todas as situacdes foram considerados nivel de significancia de 5% (p< 0,05).

O valor de CENO foi calculado para cada um dos efeitos adversos significativos
estatisticamente avaliados neste, por analise de varidncia (ANOVA), seguida do teste de
Dunnett.

Todas as analises foram realizadas utilizando o programa STATISTICA (versédo 8.0) e 0

GraphPad Prism (verséao 7.0).

3.4 AVALIACAO DE RISCO ECOLOGICO

A avaliacdo de risco ecologico avalia a probabilidade de ocorréncia de um efeito
adverso como resultado da exposicdo a um ou mais fatores de estresse, como a exposi¢do aos
agrotoxicos (USEPA, 1998). Esta metodologia define um valor de risco considerando a escala
do efeito, intensidade, tipo e o potencial do sistema de recuperagéo, gerando um valor para o
nivel de preocupacdo (LOC, level of concern) que é igual a 1 para o risco crénico. A partir do
LOC é possivel interpretar o quociente de risco, analisando o risco potencial para organismos
ndo-alvo.

O risco ecolégico foi calculado pelo quociente de risco (HQ, hazard quotient), de
acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 1998). O
quociente de risco é baseado na concentracdo estimada no ambiente (CEA) e no valor da
concentragdo de efeito ndo observado (CENO - maior concentragdo testada onde ndo foi

observado o efeito adverso), de acordo com a equag&o:
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CEA
~ CENO

Onde:

CHQ: Quociente de risco cronico;

CEA: Concentragéo estimada no ambiente;
CENO: Concentracdo de efeito ndo observado;

Para o calculo do quociente de risco crénico foram utilizadas duas concentrac@es de 2,4-
D estimadas para 0 ambiente (CEA), de acordo com a literatura: (1) 30 pg a.e.L™ como
concentracdo ambiental, sendo considerado um cenario conservador deste herbicida no
ambiente por ser permitido pela lei brasileira (BRASIL, 2011, 2017), e (2) 100 ug a.e.L™
como concentracdo ambiental, como um cenario de alerta, por estar acima da legisla¢do, mas
poder ser encontrada no ambiente onde anfibios se reproduzem (e.g. AGOSTINI et al., 2020).

Os resultados do célculo de CHQ foram comparados com 0s niveis de preocupa¢do
(LOC) adotados pela USEPA (1998). O valor LOC estabelecido para o risco crénico é 1, isto
é, se LOC > 1, existe potencial de risco para organismos aquaticos ndo-alvo.

Também foram calculados os valores de CEO (concentracdo de efeito observado —
menor concentracdo onde foi observado efeito adverso) para cada um dos efeitos adversos
significativos por ANOVA e Dunnet. Para ter um valor limite da concentracdo maxima do
2,4-D que pode ser suportada por P. cuvieri, foi calculada a maxima concentracdo aceitavel

do toxicante (MCAT) para os efeitos adversos, pela média geométrica entre CENO e CEO.
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4 RESULTADOS

4.1 ENSAIO CRONICO

As concentragbes de 52,5, 75,0 e 100,0 pg ae. L? de 2,4-D influenciaram
significativamente na mortalidade de girinos de P. cuvieri (F ;36 = 6,75, p<0,05) (Tabela 2).
Quanto maior o tempo de exposi¢do, maior a mortalidade dos girinos expostos, sendo
significativo em 168 horas (F :28) = 2,81 p=0,03) (Figura 5).

TABELA 2: Numero de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a formulacdo comercial de
2,4-D durante 7 dias.

Concentracao Mortalidade Total Total
mgae. L' 24h 48h 72h  96h 120h 144h 168 h* (%)

0 0 0 0 0 0 0 3 3 5,00

4 0 0 1 0 1 0 2 4 6,67

30 0 0 1 1 2 1 1 6 10,00

52,5 1 0 3 2 2 3 3 14* 23,33

75 1 0 3 3 3 3 4 17* 28,33

100 2 2 2 3 3 3 4 19* 31,67

* significativo em relacdo ao controle.

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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FIGURA 5 - Mortalidade cumulativa (%) de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a

diferentes concentracdes da formulacdo comercial de 2,4-D durante ensaio cronico. Fonte:
Elaborada pela autora, 2020.

A hiperatividade foi o comportamento natatério mais observado nos girinos expostos a
todas as concentragGes de 2,4-D (Tabela 3). A concentragdo de 52,5 pg a.e. L™ foi a que mais
causou letargia nos girinos (Fs3s = 6,48; p<0,05) e a 100 pg a.e. L™ causou espasmos (Fs s =
2,73; p=0,03). Em relacdo ao tempo de exposicdo ao herbicida, o comportamento de

hiperatividade e contrac6es espasmaddicas dos girinos aumentou em 144 e 168 horas (p<0,05).

TABELA 3- Girinos de Physalaemus cuvieri com altera¢des na atividade natatoria durante o
tempo de exposicdo a diferentes concentracGes da formulacdo comercial de 2,4-D ap6s 168
horas.

AlteracOes na atividade natatoria

Concentracao Igual ao Hiperatividade Letargia Contracoes
(ng a.e.L?) controle espasmodicas
4,0 4 48 1 7
30,0 6 42 5 7
52,5 17 23 Ve 13
75,0 17 38 0 5
100,0 24 22 0 14*

* significativo em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05)

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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As ocorréncias de malformagdes nos girinos expostos a formulagdo comercial de 2,4-D
foram significativas na concentragdo de 100 pg a.e. L™, com alteragdes na boca (auséncia de
queratodontes), (Figura 6A, 7A e 7B) e no intestino (Figura 6B, 8A e 8B). As alteracdes na
cauda (Figura 6C) e edemas (Figura 6D) foram observadas, mas ndo diferiram entre as
concentragdes (Tabela MS1 - Material Suplementar).
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FIGURA 6 - Girinos Physalaemus cuvieri (%) com malformacdo (A) na boca (auséncia de
queratodontes), (B) no intestino, (C) na cauda e (D) como presenca de edemas, ap6s 168 h de
exposi¢do a diferentes concentracbes da formulacdo comercial de 2,4-D. Letras diferentes

referem-se a diferencgas significativas entre os grupos pelo teste de Tukey. Fonte: Elaborada pela
autora, 2020.
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FIGURA 7 - Boca (A-B) e intestino (C-D) de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a
diferentes concentragOes da formulagdo comercial de 2,4-D. (A) boca e (C) intestino de girino
do grupo controle, (B) boca e (D) intestino de girino exposto a concentragdo de 100 ug a.e. L
! Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

4.2 MICRONUCLEO E ALTERACOES NUCLEARES DE ERITROCITOS

Foram avaliados 60.921 eritrocitos de girinos de P. cuvieri expostos a formulagdo
comercial do herbicida 2,4-D, contabilizando o grupo controle e todas a concentracdes
utilizadas (Tabela 4). Foram identificados mais micronicleos em células de girinos expostos
em concentracdes acima de 52,5 pg a. e. L de 2,4-D (Figura 9A), Fs54=8,35; p<0,01).
(Tabela 4).

TABELA 4 - Frequéncia de micronlcleos identificado sem eritrécitos de Physalaemus
cuvieri expostos a diferentes concentracdes da formulacdo comercial de 2,4-D apds 168 horas.

Concentracao N° de eritrocitos N° de micronucleo Micronucleos
(ng a.e. L) analisados detectados (%o0)
Controle 10.321 0 0

4,0 10.065 2 0,199

30,0 10.238 5 0,488

52,5 10.172 11* 1,081

75,0 10.049 10* 0,995
100,0 10.076 18* 1,786

*Significativo em relacdo ao controle, Dunnett (p<0,05)

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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Além do micronucleo, foram registrados oito, das nove alteracBes nucleares de
eritrécitos analisadas nos girinos de P. cuvieri expostos ao herbicida 2,4-D (Figura 10).
Destas, foram significativas as ANESs nucleo entalhado a partir da concentracao de 30 pg a.e.
L, nicleo lobado e nicleo com bolha nas concentragdes acima de 52,5 pg ae. Lt e

microcitose na concentracdo de 52,5 pg a.e. L (Figura 9 B-E; Tabela MS2, Material

Suplementar).
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FIGURA 8 — Células (%) e girinos (%) de Physalaemus cuvieri expostos a diferentes concentragdes da formulacdo comercial de 2,4-D por 168
horas, onde (A) Micronucleo e (B-I) alteragdes nucleares de eritrdcitos. (B) Nucleo Lobado, (C) Nucleo Entalhado, (D) Nucleo com Bolha, (E)
Microcitose, (F) Nucleo com Apoptose, (G) Nucleo Binucleada, (H) Ndcleo com Cariolise e (I) Nucleo Vacuolizado. Letras diferentes referem-
se a diferencas significativas entre 0s grupos. Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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FIGURA 9 - Micronucleo e Alteracdes Nucleares de Eritrocitos encontradas em girinos de
Physalaemus cuvieri expostos a diferentes concentracdes da formulagdo comercial de 2,4-D.
(A) Célula com nacleo normal, (B) Célula com Micronucleo; (C) Células com Apoptose; (D)
Célula Binucleada; (E) Célula com Bolha ou Broto Nuclear; (F) Células com Caridlise; (G)

Célula Entalhada; (H) Células Lobadas; (I) Células com Microcitose; (J) Celula Vacuolizada.
Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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Nucleo lobado foi a ANE que apresentou o valor mais expressivo com 30,43 %o do total
de células observadas em todas as concentrac¢@es, seguido do ntcleo entalhado com 29,50 %o
e o nlcleo com bolha com 4,01%0. As outras alteragbes foram detectadas com menor

expressao, em especial o tipo ndcleo vacuolizado (Figura 11).
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FIGURA 10 - Frequéncia da ocorréncia de alteracGes nucleares de eritrdcitos de girinos de
Physalaemus cuvieri expostos ao herbicida 2,4-D, nas concentracdes de 4,0, 30,0, 52.5, 75,0 e
100,0 ug a.e. L1, comparados ao controle (%o). Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

A partir de 30,0 pg a.e. L de 2,4-D o nmero de micronlcleos e ANEs somados foi
significativa nos girinos expostos (Fsss=33,95; p<0,01), especialmente em 100 ug a.e. L*
(Figura 12).
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FIGURA 11 - Frequéncia de micronucleos e Alteracbes Nucleares de Eritrocitos de girinos
de Physalaemus cuvieri expostos a diferentes concentracdes da formulacdo comercial de 2,4-
D, apds 168 horas. Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

4.3 ANALISE DE RISCO ECOLOGICO

A avaliacdo de risco ecologico para o herbicida 2,4-D indicou que, no cenéario
conservador (CHQ1, 30 pg a.e. L), o risco ecoldgico foi para o potencial genotoxico do
herbicida, na soma dos micronucleos e alteracfes eritrocitarias. No cenario de alerta (CHQ2,
100 pg a.e. L), houve risco ecoldgico para todos os pardmetros analisados.

Verificou-se concentracéo de efeito ndo observado (CENO) entre 4,0 e 75,0 ug a. e. L
e maxima concentragéo aceitavel do toxicante (MCAT) entre 10,65 e 86,60 ug a.e. L de 2,4-
D. Os valores de risco ecoldgico observados para mortalidade, atividade natatoria (letargia e
espasmos), malformacdes, microntcleo e ANEs para girinos de P. cuvieri utilizados neste

trabalho sdo apresentados na tabela 5.
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TABELA 5 - Avaliacdo de risco ecoldgico para girinos de Physalaemus cuvieri expostos a
diferentes concentragdes da formulagdo comercial de 2,4-D (ug a.e. L), considerando a
Concentracdo de Efeito Ndo Observado (CENO), Concentracdo de Efeito Observado (CEO),
Méaxima Concentracdo Aceitavel do Toxicante (MCTA), Quociente de Risco Crénico —
Conservador (CHQ1) e Quociente de Risco Cronico — Alerta (CHQ?2).

CENO CEO MCAT CHQ1 CHQ2
Mortalidade 30 52,5 39,69 1 3,33
Atividade 30 52,5 39,69 1 3,33
Natatoria -
Letargia
Atividade 75 100 86,60 0,4 1,33
Natatoria -
Espasmos
Malformacoes 75 100 86,60 0,4 1,33
Microntcleo 30 52,5 39,69 1 3,33
MN + ANES 4 30 10,65 7.5 25

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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5 DISCUSSAO

A formulacédo comercial do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) causou mortalidade
significativa em P. cuvieri nas concentracdes acima de 52,5 ug a.e. L™ apos sete dias de
exposicao. Ou seja, a sobrevivéncia desta espécie pode estar em risco em ambientes onde esse
herbicida atinge limites acima do permitido em &gua doce no Brasil (30,0 pg L™). Essa
concentracdo estd dentro do que foi registrada em rios (PINHEIRO et al., 2010) e abaixo do
encontrado em ambientes naturais de anfibios (75,0 — 209,6 pg. L™ de 2,4-D; AGOSTINI et
al., 2020) ou mesmo estimado para a agua superficial em ensaios ecotoxicologicos (1970 pg.
L, MESAK et al., 2018).

Physalaemus cuvieri foi mais sensivel ao 2,4-D do que outras espécies estudadas com o
mesmo herbicida. Por exemplo, ndo houve mortalidade em Leptodactylus fuscus
(Leptodactylidae), Physalaemus nattereri (Leiuperidae) e Lithobates catesbeianus (Ranidae),
apos 21 dias de exposicdo a 2,4-D DMA ® 806 em concentracBes mais altas do que no
presente estudo (FREITAS et al., 2019). Em Physalaemus albonotatus, expostos a 2,4-D
Amina Zamba® (262,5 mg/L), a sobrevida s6 diminui a partir do 13° dia (CURI et al., 2019).
Tem sido observado que os girinos nativos sdo mais vulneraveis ao herbicida 2,4-D do que as
espécies comuns (FREITAS et al., 2019) e a sensibilidade é responsiva a espécie e ao
contaminante.

Girinos de P. cuvieri apresentaram varias alteracGes na atividade natatoria em exposi¢do
ao herbicida 2,4-D. Foi observado comportamento de hiperatividade em todas as
concentracdes avaliadas. Essas alteracdes podem ter sido decorrentes dos efeitos neurotdxicos
verificados em outras espécies de anfibios (FREITAS et al., 2019b). Além disso, a partir da
concentragdo de 52,5 ug a.e. L observou-se reducéo na atividade natatoria, pela letargia dos
girinos. Comportamento similar foi relatado em girinos (Leptodactylus fuscus, Physalaemus
nattereri, Lithobates catesbeianus) (FREITAS et al., 2019a) e em peixe-zebra (Danio rerio)
(GAAIED et al. 2019). Os efeitos do 2,4-D no comportamento de animais podem estar
relacionados a efeitos de neurotransmissores e enzimas como ja apontado por Peltzer et al.
(2013) em estudos com Hypsiboas pulchellus. As alteragdes na atividade natatdria identificam
acao neurotoxica, o que corrobora com os efeitos do herbicida 2,4-D no sistema nervoso

central e o sistema cardiovascular (GAAIED et al., 2019).
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Alteracdes na atividade natatéria, como as observadas neste estudo, podem prejudicar a
sobrevivéncia de P. cuvieri, por aumentar a vulnerabilidade a predadores (WIDDER;
BIDWELL, 2006; PELTZER et al., 2013), além de diminuir o seu crescimento e
comprometer o seu desenvolvimento (SHUMAN-GOODIER; PROPPER 2016).

Neste estudo, o herbicida 2,4-D causou alteragbes morfologicas nas maiores
concentragdes testadas, principalmente malformacgdo na boca e no intestino de girinos de P.
cuvieri. Alteragcdes morfoldgicas semelhantes foram observadas em Physalaemus albonotatus
(CURI et al., 2019), assim como malformac@es intestinais e edemas em Xenopus laevis
(LENKOWSKI et al., 2010), expostos a formulacdo comercial de 2,4-D. A ampla gama de
malformacdes em anfibios foi relatada pela contaminacdo ambiental por diferentes
agrotoxicos, como glifosato (HEREK et al., 2020), cipermetrina e fipronil (MACAGNAN,
2018) e clorpirifés (RUTKOSKI et al., 2020). Dentre as malformaces em seus aparatos
bucais, destacam-se o0s queratodontes danificados que, associados a malformacdo de
intestinos, prejudicam o forrageamento e comprometem a alimentacdo e a respiragdo dos
girinos, ocasionando maior mortalidade desses individuos, principalmente durante o periodo
larval (PEREZ-IGLESIAS et al., 2015).

Com uma menor eficiéncia de forrageamento, girinos com malformacg6es na boca tém
sua capacidade alimentar diminuida, ocasionando maior risco de predagdo, menor taxa de
crescimento, atrasos no desenvolvimento, menor peso corporal e aptiddo reduzida (CRUMP et
al. 1999; TOLEDO 2014; SCHUCH et al. 2015; CURI et al., 2019).

Além das alteracBes morfoldgicas, a toxicidade pelo 2,4-D pode induzir alteragdes no
metabolismo energético e estresse oxidativo, além de ser agente citotdxico e potencialmente
genotdxico (WAFA et al, 2011). Neste estudo, o potencial de genotoxicidade do herbicida
2,4-D foi evidente mesmo em baixas concentragdes, como observados pelas alteragdes em
52,5, 75 e 100 pg a.e. L. Outros estudos reportaram que o potencial genotdxico de 2,4-D
para anfibios (1.490 pg.L!) (MESAK et al., 2018) e peixes (75 ppm — 756 mg/) (ATEEQ et
al., 2006; ARCAUTE et al., 2016), concentracdes superiores as utilizadas no presente estudo.

Quando avaliadas individualmente, as alteracdes nucleares de eritrocitos (ANES),
nacleo lobado, nucleo entalhado, nucleo com bolha e microcitose demostraram diferenca
significativa a partir de 52,5 ug a.e. L™ de 2,4-D. Isso mostra que a exposicdo de anfibios a
2,4-D em ambiente aquatico pode causar danos nas suas celulas. Dentes essas, células com

nucleo entalhado, nucleo lobado e nucleo com bolha podem ocasiona morte celular, induzir o
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desenvolvimento de processos cancerigenos e provocar instabilidade cromossémica (DO
AMARAL et al. 2018), 0 que afeta a reproducéo e sobrevivéncia de girinos.

O numero de micronucleos e alteragdes nucleares eritrocitarias observadas a partir da
concentracio de 30 pg a. e. L indica o potencial genotdxico do herbicida 2,4-D. Apesar da
concentracio de 30 pg a. e. L ser permitida para aguas potaveis no Brasil (BRASIL, 2011),
espécies de P. cuvieri expostas a essas concentracdes terdo danos celulares, que poderdo
acarretar em danos metabolicos, alteragdes alimentares e patologias (FIJAN, 2002, POLLO et
al., 2019). Durante o processo de divisdo celular dos eritrocitos pode haver rupturas
cromossomicas (com efeito clastogénico) ou disfuncdo de segregacdo cromossémica, 0 que
ocasiona aumento da producdo e liberacdo de enzimas DNAse, e, consequentemente dano
mitocondrial, clivagem de diferentes proteinas nucleares e citoesqueléticas constituintes,
oxidacdo do RNAm e falhas na polimerizacao da tubulina (MESAK et al. 2018).

A partir das alteragdes morfologicas, comportamentais e genéticas permitiram
verificar que a estimativa conservadora da andlise de risco ecoldgico, utilizando a
concentragdo permitida em lei no Brasil (2,4-D, 30 ug a.e. L™Y) mostrou baixo risco nos
parametros mortalidade, atividade natatdria e malformacGes, mas risco quanto ao potencial
genotoxico. Ja para a estimativa de alerta (2,4-D, 100 ug a.e. L™Y) demonstrou que todos 0s
pardmetros avaliados apresentaram risco ecoldgico para P. cuvieri, valor do herbicida ainda
inferior aos encontrados em habitats naturais de anfibios (209,6 pg. L) (AGOSTINI et al.,
2020), o que pode significar o declinio nas populacdes dessa espécie ou mesmo extin¢do
local. A partir dessas analises, determinou-se o valor da maxima concentracdo aceitavel do
agrotoxico para a mortalidade (39,69 pg a.e. L™?), letargia (39,69 g a.e. L), aparecimento de
microntcleo (39,69 ug a.e. L) e alterages nucleares de eritrocitos mais microntcleo (10,65
ng a.e. L) de P. cuvieri. Apesar de esses valores serem superior ao permitido por lei, sdo
inferiores as concentracGes observadas em corpos de agua lénticos em areas agricultaveis,
onde os anfibios de reproduzem, os quais foram detectados entre 75 pg. L™* (PINHEIRO et
al., 2010) e 209,6 pug.L! (AGOSTINI et al., 2020). Assim, esses resultados indicam que
concentragdes encontradas em ambientes aquaticos no Brasil podem representar um risco
ecoldgico importante para a sobrevivéncia de girinos de P. cuvieri.

Outros estudos de toxicidade subletal realizados com 2,4-D em anfibios testaram doses
maiores do que 100 pg a.e.L”r mostrando efeitos desse herbicida (MESAK et al., 2018,
FREITAS et al., 2019). Neste estudo, mostramos que mesmo concentracfes baixas de 2,4-D

podem causar mortalidade, efeitos na atividade natatoria e tem potencial genotoxico em
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Physalaemus. O género Physalaemus (P. nattereri, P. gracilis, P. albonotatus, P. cuvieri) tem
sido utilizado em varios estudos ecotoxicoldgicos sobre efeitos de agrotoxicos (FREITAS et
al. 2017; MACAGNAN et al., 2017; RUTKOSKI et al., 2018; WRUBLESWSKI et al., 2018;
CURI et al., 2019; DAAM et al. 2019), e tem sido demonstrado que as espécies deste grupo
mostram sensibilidade alta ou intermediaria ao 2,4-D (FREITAS et al., 2019; CURI et al.,
2019).

De acordo com Islam et al. (2018), estudos com concentragdes elevadas séo Uteis para
compreender os efeitos de produtos quimicos em organismos ndo-alvo. Mas estudos com
concentracdes permitidas pela Lei e encontradas no ambiente natural sdo fundamentais para a
avaliacdo dos efeitos ecotoxicoldgicos de agrotoxicos em espécies de anfibios que permitam
desenvolver critérios de qualidade ambiental e de avaliagdo de riscos ecoldgicos
(GONGALVES et al., 2014; WAGNER et al., 2014; PEREZ-IGLESIAS et al., 2016;
HEREK, 2017; BENVINDO-SOUZA et al., 2019).

Isso demonstra a necessidade de novos estudos comportamentais com diferentes
espécies de anuros para avaliar os riscos ecotoxicologicos do 2,4-D em populacdes que
habitam areas agricolas. Esses dados sdo importantes para representar 0s impactos ambientais
nos ecossistemas aquaticos garantindo uma melhor protecdo as comunidades naturais de

anfibios.

6 CONCLUSAO

O presente estudo amplia a compreensdo sobre os impactos ecotoxicoldgicos da
formulacdo comercial 2,4-D em girinos de P. cuvieri. Foi possivel observar que concentracdes
ja encontradas no ambiente natural alteraram a sobrevivéncia, a mobilidade e causaram
malformacdes na espécie em estudo, quando expostas ao 2,4-D. O teste de micronucleo (MN)
indicou aumento na frequéncia do numero de MN nas concentragdes mais altas e
anormalidades nucleares de eritrocitos, mesmo na concentracdo permitida por Lei. Esses
resultados confirmam efeitos genotéxicos em P. cuvieri, 0 que pode desencadear a morte
celular. A espécie P. cuvieri pode ser considerada um organismo modelo para testes
ecotoxicologicos relacionados a pesticidas agricolas por ser suscetivel a poluicdo ambiental.

Novas pesquisas com outras especies de anfibios podem ampliar a avaliagdo do risco desse
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herbicida em ambiente natural, importantes para a tomada de decisdo sobre manejo e medidas

conservacionistas dos ambientes aquéticos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

TABELA 1: Malformac6es observadas em girinos de Physalaemus cuvieri expostas a formulacdo comercial de 2,4-D apds 168 horas. O nimero
das malformac6es € maior que o numero de girinos analisados pois alguns individuos apresentaram mais de um tipo de malformacéo.

Concentragdo N° de girinos Boca Intestino Cauda Edema N° total de N° e % de

(ng a.e.L?) analisados malformacoes girinos com
malformacdes
0 50 0 0 0 0 0 0

4 56 0 10 1 0 11 11 (19,6)

30 o4 0 3 6 2 11 11 (20,3)

52,5 46 0 10 0 2 12 11 (23,9)

75 43 0 8 1 0 9 9 (20,9)
100 41 25* 17* 0 4 46 * 25 (60,9)*

* significativo em rela¢do ao controle.

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.



TABELA 2: Média + desvio padrdo (minimo e maximo) de alteracdes nucleares de eritrocitos (ANES) em girinos de Physalaemus cuvieri, encontradas

no controle e em diferentes concentracdes, apds exposicdo a formulacdo comercial do herbicida 2,4-D pelo periodo de 168 horas.
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CONCENTRACAO (pg a.e.L?)

ANE
Controle 4 30 52,5 75 100
Apoptose 0 0,4+0,97 (0-3) 0,1+0,32 (0-1) 0,6+0,70 (0-2) 0,1+0,32 (0-1) 0
Binucleada 0 0,2+0,63 (0-2) 0 0,240,42 (0-1) 0 0
Bolha 0,3+0,48 (0-1) 2,1+1,45 (0-4) 1,4+1,35 (0-4) 4,7+2,06 (2-9)* 5,4+2,32 (2-10)* 10,5+3,57 (4-16)*
Cariélise 0 0 0,1+0,32 (0-1) 0,4+0,70 (0-2) 0,1+0,32 (0-1) 0,2+0,63 (0-2)
Entalhada 2+2,79 (0-9) 4,9+3,81 (0-11) 28,9+16,29 (14-60)* 35,6+£13,28 (9-54)* 42,4+10,93 (25-66)* 65,9+10,13 (51-86)*
Lobada 9,7+£10,02 (2-35) 17,4+5,58 (10-30) 22+20,52 (4-69) 48,9+23,24 (5-87)* 28,8+6,44 (16-37)* 58,6+14,65 (37-80)*
Microcitose 0 0,4+0,97 (0-3) 0,6+0,97 (0-2) 1,5+0,97 (0-3)* 01+0,32 (0-1) 0,7+0,82 (0-2)
Vacuolizada 0 0 0,1+0,32 (0-1) 0 0 0
Namero de Células 10.321 10.065 10.229 10.172 10.049 10.076
Analisadas
Total de ANE (%o) 1,16 2,52 5,20 9,03 7,65 13,48

*Significativo em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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TABELA 3: Anova e teste Dunnett para cada alteracdo nucleares eritrocitaria em girinos de
Physalaemus cuvieri expostos a formulagdo comercial do herbicida 2,4-D (4-100 pg a.e.L ).

ANE Valor de F Valor de p Valordep  Significativo para as
(Anova) (Dunnett) concentracoes
Apoptose Fs,54=2,22 p=0,07 - -
Binucleada Fs54=1,11 p=0,37 - -

Bolha Fs54=31,14 p<0,01 p<0,01 52,5, 75 e 100
Cariolise Fs54=1,24 p=1,24 - -
Entalhada Fs54=50,53 p<0,01 p<0,01 30, 52,5, 75 e 100

Lobada Fs54=16,07 p<0,01 p<0,05 52,5, 75 e 100
Microcitose Fs,54=4,87 p<0,01 p<0,01 52,5
Vacuolizada Fs54=1,00 p=0,43 - -

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.



