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RESUMO

Agrotoxicos, utilizados hoje em grande escala, sdo necessarios para a producao e
estoque de alimentos. Com a finalidade de agir contra os insetos, inseticidas
piretréides como cipermetrina sdo cada vez mais aplicados. Apesar dessa crescente
necessidade, essas substancias podem ser responsaveis pela contaminacdo do
ambiente aquatico, atingindo espécies ndo alvo. Um dos grupos atingidos é o dos
anfibios, que por formar pele altamente permeavel e suas desovas serem sem
casca, estdo suscetiveis a contaminacdo. Neste contexto, este estudo teve o
objetivo de avaliar, sob condi¢cdes laboratoriais, os efeitos cronicos que o inseticida
cipermetrina pode causar em girinos de Physalaemus gracilis. Girinos no estéagio 20
(Gosner, 1960) foram expostos a concentracfes crénicas de 0,05; 0,10; 0,50; 1,0;
1,5 e 2,0 mg/L de cipermetrina. Houve influéncia significativa da mortalidade em
relacdo ao aumento das concentracdes e do tempo. O valor da concentracéo de
efeito ndo observado (CENO) e da concentracdo de efeito observado (CEO) para a
mortalidade foi 1,5 e 2,0 mg/L, respectivamente. O Valor Crénico (VC) ou maxima
concentracdo aceitavel de toxicante para Physalaemus gracilis expostos a
cipermetrina foi 1,75 mg/L. Constatou-se que o inseticida causou mortalidade,
alteracdes na atividade natatéria, malformacdo na morfologia oral, na cauda e
intestino dos girinos expostos. As caracteristicas do comportamento da espécie em
teste neste estudo sdo sinais tipicos de intoxicacdo por piretroides. A crescente
utilizacdo do inseticida cipermetrina no meio ambiente é motivo de preocupacéo,
visto que pode ser seriamente perigoso para a sobrevivéncia e desenvolvimento da

espécie de anfibios.

Palavras-chave: Agrotoxicos. Ecotoxicologia. Alteragdes morfoldgicas. Anfibios.



ABSTRACT

Agrochemicals, used today on a large scale, are necessary for the production and
stocking of food. In order to act against insects, pyrethroid insecticides such as
cypermethrin are increasingly being applied. Despite this growing need, these
substances may be responsible for contamination of aquatic environment, reaching
non-target species. One of the groups affected is the amphibians, which are
susceptible to contamination due to forming its permeable skin and barren spawning.
In this context, this study aims to evaluate, under laboratory conditions, the chronic
effects that the insecticide cypermethrin can cause in tadpoles of Physalaemus
gracilis. Stage tadpoles at stage 20 (Gosner, 1960) were exposed to chronic
concentrations of 0.05; 0.10; 0.50; 1.0; 1.5 and 2.0 mg/L cypermethrin. There was a
significant influence of mortality in relation to concentrations and time increase. The
value of non observed effect concentration (CENO) and observed effect
concentration (CEO) for mortality was 1.5 and 2.0 mg/L, respectively. The Chronic
Value (CV) or maximum acceptable concentration of toxicant for Physalaemus
gracilis exposed to cypermethrin was 1.75 mg/L. It was observed that the insecticide
caused mortality, changes in swimming activity, malformation in oral morphology, tail
and intestine of exposed tadpoles. The behavioral characteristics of the species
tested in this study are typical signs of pyrethroid intoxication. The increasing use of
the cypermethrin insecticide in the environment is of concern since it can be seriously

dangerous for the survival and development of the amphibian species.

Keywords: Agrochemicals. Ecotoxicology. Morphological changes. Amphibians.
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1 INTRODUCAO

Dentro do padréo econémico em que vivemos ha a necessidade da utilizacao
de agrotoxicos na producado e estoque de alimentos. O crescimento das atividades
agricolas tornou o Brasil, desde 2008, lider de maior mercado mundial de
agrotoxicos, com producdo de aproximadamente 1 bilhdo de litros por ano
(ABRASCO, 2015). Ao mesmo tempo, aumenta a preocupacdo de que essas
substancias possam provocar grandes prejuizos ao meio ambiente e efeitos nocivos
a saude humana (SILVA, 2005).

Os produtos quimicos utilizados nas atividades agricolas, entre eles os
inseticidas, podem contaminar 0s ambientes aquaticos, através da lixiviacao
(KNUTSON et al., 2004). O grupo dos inseticidas estd em terceiro lugar entre 0s
agrotoxicos mais utilizados no Brasil, correspondendo a 12% do mercado nacional
(ANVISA; UFPR, 2012). Este grupo se divide entre os organofosforados,
organoclorados, carbamatos e piretroides (RODRIGUES, 2012; SAVOY, 2011). Os
agrotoxicos do grupo piretréide, originados da piretrina, sdo os mais utilizados
atualmente (IBAMA, 2014).

Piretrina € 0 nome dado a substancia quimica responsavel pela atividade
inseticida e é encontrada em flores do género Chrysanthemum cinerariaefolium
(BRAIBANTE; ZAPPE, 2012). As piretrinas foram muito utilizadas no século XIX,
porém, por apresentar baixa estabilidade a luz ndo sdo mais utlizadas na
agricultura. Em razao disto, criou-se um produto com maior fotoestabilidade e
eficacia no controle de insetos, similares aos produtos naturais, denominados de
piretréides sintéticos (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

O grupo dos piretroides sintéticos € um dos inseticidas mais utilizados, pois
apresenta boa eficiéncia contra um grande numero de insetos e necessita de baixas
doses para desempenhar a sua funcédo, provocando nos insetos um efeito de
choque denominado “knockdown”, que causa paralisia imediata e mortalidade
(SANTOS; AREAS; REYES, 2007). Ainda, alguns estudos demonstram que esse
inseticida € pouco toxico para mamiferos e passaros (BEGUM, 2005).

Cipermetrina, € um inseticida do grupo quimico piretréide com classificacao
toxicoldgica Il (altamente toxico) (ANVISA, 2016). A cipermetrina estd entre o0s
inseticidas mais utilizados em atividades agricolas, com taxas de aplicacdo que

podem variar entre 60 e 280g de ingrediente ativo (ia) por hectare (CASAFE, 2010).
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Com uma ampla escala de aplicacdo, € denominado como essencial no controle de
pragas e insetos e é utilizado em quase todas as culturas agricolas como o feijao,
batata, arroz, soja, milho, amendoim, algodéao, entre outras, bem como em casas e
jardins (ANVISA 2016; Yang, 2015).

A legislacdo nacional brasileira n&o estabelece um limite sobre a quantidade
de cipermetrina que pode ser encontrada em agua para consumo humano, enquanto
na Unido Europeia este limite é de 0,5 pg/L (UNIAO EUROPEIA,1998). No Rio
Grande do Sul, o valor maximo é de 300 pg/L (BRASIL, 2014).

Alguns estudos tém mostrado que a cipermetrina € excessivamente toxica,
podendo causar alteracdes fisioldgicas, anomalias morfolégicas e desenvolvimento
retardado em anfibios (AGOSTINI et al., 2010; DAVID et al., 2012; YU et al., 2013).
Sao encontrados casos de inducdo de micronucleos em girinos de Odontophrynus
americanus (CABAGNA et al., 2006), anormalidades no comportamento,
crescimento e letalidade em girinos de Hypsiboas pulchellus (AGOSTINI et al.,
2010), anomalias comportamentais e morfolégicas em Duttaphrynus melanostictus
(DAVID et al., 2012), sindrome de hiperatividade, cérebro afetado, cauda curvada e
atividade natatéria alterada em Bufo arenarum e Physalaemus biligonigerus
(IZAGUIRRE et al., 2006), alteragbes comportamentais e efeitos neurotdoxicos como
contracdes espasmaodicas, natacdo erratica e movimentos reduzidos em Rhinella
arenarum (SVARTZ et al., 2015).

Neste sentido, a ecotoxicologia aquética € uma ferramenta essencial para
avaliar, quantificar e definir limites para a emisséo dessas substancias no ambiente,
a fim de se analisar o nivel de periculosidade e controlar a poluicdo hidrica
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Estes testes sdo realizados com o intuito de
avaliar os efeitos que substancias quimicas podem causar aos organismos expostos
a elas, relacionando a quantidade dos compostos quimicos e o grau de seu efeito
nocivo (WALKER et al., 2012). Os resultados da exposi¢cdo aguda exibem os efeitos
mais rapidos e severos e tem duragédo de 48 ou 96 horas, enquanto 0 de exposi¢ao
cronica a duracdo pode variar de 7 a 21 dias e permite avaliar, principalmente,
efeitos subletais (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008), tais como alteragbes no
crescimento, alteragfes fisioldgicas, morfolégicas e comportamentais, insucesso na
reproducdo e eliminacdo da resposta imunoldgica dos girinos (ONGLEY, 1996;
RELYEA; HOVERMAN, 2006).
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Um dos grupos que podem ser utilizados em testes ecotoxicologicos € o dos
anfibios. Anfibios sdo considerados excelentes bioindicadores pois sua pele é
altamente permeavel, suas desovas sdo sem casca e S80 expostos a ambientes
aguaticos em dois periodos de vida, enquanto embrides e enquanto girinos (BABINI
et al., 2015; WANG et al.,, 2015), podendo assim, entrar em contato com 0s
contaminantes em algum momento.

No Brasil ocorrem 1080 espécies de anfibios, destas, 1039 sdo anuros (SBH,
2016). Porém, desde a década de 1980, a classe de animais vertebrados dos
anfibios vem sofrendo um declinio em grandes propor¢des em suas populagdes,
sendo uma das espécies mais ameacadas de extingdo em todo o mundo, totalizando
cerca de 30% de espécies ameacadas e 38 espécies ja extintas da natureza (IUCN,
2013). Entre as causas deste declinio estd a poluicdo ambiental por agrotoxicos
utilizados na agricultura (BEEBEE; GRIFFTHS, 2005, MANN et al., 2009; RELYEA,
2009).

Physalaemus gracilis, é conhecida popularmente como ré-chorona, uma
espécie de anfibios que ocorre na regido sul do Brasil (Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parana) e no estado de S&o Paulo, na Argentina e Uruguai (LANGONE,
1994). As desovas desta espécie, depositadas sobre a agua, sdo encontradas entre
0s meses de setembro a marco e sua aparéncia € como um ninho de espuma
branca (ACHAVAL; OLMOS, 2003).

Ainda gque nao exista muita metodologia aplicada a esse grupo, atualmente &
crescente o interesse pelas pesquisas com esses animais, visto o importante papel
ecolégico que representam e pelo alerta que o desequilibrio dessas populacdes
pode declarar (VASCONCELOS, 2014).

Sendo assim, este estudo teve o0 objetivo de avaliar, sob condicbes
laboratoriais, os efeitos toxicologicos crénicos da formulacdo comercial do inseticida
Cipermetrina em girinos de ras-choronas (Physalaemus gracilis). Pretendeu-se
identificar possiveis alteracdes na atividade natatéria, malformacdo, mortalidade e
também produzir informacfes sobre os efeitos que essa substancia pode causar

neste organismo nao alvo.


http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/2052124155/bcl_2052124155.htm#page_8
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/2052124155/bcl_2052124155.htm#page_8
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/2052124155/bcl_2052124155.htm#page_8
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2 METODOLOGIA

2.1 AGROTOXICO

Utilizou-se nos testes ecotoxicologicos a formulagdo comercial do principio
ativo cipermetrina, Cipertrin® 250 g/L. Este inseticida é classificado como inseticida
de contato, do grupo quimico piretroide e € registrado no Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) sob n° 6195. E formulado por Prentiss Quimica
LTDA, considerado como Concentrado Emulsionavel (EC) e contém 25% (250g/L)
de cipermetrina e 72,3% (723g/L) de ingredientes inertes.

2.2 ESPECIE TESTE

O organismo selecionado para o teste foi uma espécie de anfibio anuro:

Physalaemus gracilis, conhecida no Brasil como ra-chorona.

Figura 1 — Exemplar de Physalaemus gracilis. Fonte: BORGES MARTINS (2007).

2.3 DESIGN EXPERIMENTAL

As desovas da espécie teste foram coletadas na natureza, em um lago da
Universidade Federal da Fronteira Sul - campus Erechim RS (latitude: -27.728681°;
longitude: -52.285852°) e levadas em sacos plasticos para o laboratério de Ecologia

e Conservagdo da Universidade Federal da Fronteira Sul. Posteriormente, foram
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colocadas em aquarios com dez litros de &dgua de pocgo artesiano previamente
analisada e dentro dos padrdes de potabilidade estabelecidos.

Figura 2 - Em A, desova de Physalaemus gracilis. Em B, desovas sendo coletadas no lago da
Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Erechim. Fonte: a autora

A temperatura do local foi controlada e monitorada todos os dias
permanecendo em torno de 22-24°C. Os aquarios foram constantemente aerados e

tiveram controle de claro/escuro.

s
L5 8

Figura 3 - Laboratdrio de Ecologia e Conservacao da Universidade Federal da Fronteira Sul —
Campus Erechim, onde os anfibios foram aclimatados e criados. Fonte: a autora.
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2.4 TESTE CRONICO

Para o teste crbnico, foram colocados embrides no estagio de
desenvolvimento 20, onde ao final do teste, estavam no estagio 25, girinos
(desenvolvimento de acordo com tabela geral de desenvolvimento de Gosner (1960)
e Romero-Carvajal et al.,, 2009). Os embrides (estdgio 20) foram escolhidos
aleatoriamente nos aquérios de criacdo e transferidas para o local de teste, em
placas de petri. Foram testadas seis concentracdes, com seis réplicas cada e cinco
girinos por placa, totalizando 30 expostos para cada concentracdo. Para o controle,
foram colocadas 12 placas, num total de 60 girinos. Em cada placa foram
adicionados 25 ml da solugdo com o agrotoxico e para o controle 25 ml de agua de
poco artesiano, sem adicdo de nenhum produto quimico. As placas foram deixadas
entreabertas para evitar evaporacdo demasiada e possibilitar a oxigenacdo da agua.
Durante a conducédo dos testes, os girinos foram alimentados com ragcdo para
peixes, alimento basico em flotos com 45% de proteina bruta, ad libitum.

As concentracfes de cipermetrina testadas foram baseadas na concentracéo
letal média (CLso 96h) de 5,4 mg/L para girinos de Physalaemus gracilis, de acordo
com VANZETTO (2016). Foram adotadas as propor¢des1/100; 1/50; 1/10; 1/5; 1/3,5
e 1/2,7 da CLso 96h Sendo, 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/L.

O experimento teve a duracao de sete dias e foram observados efeitos quanto
a mortalidade, atividade natatéria e malformacao. A andlise do teste foi efetuada
diariamente, através de estereomicroscopio. A mortalidade dos girinos foi
quantificada apds ndo ser detectada nenhuma atividade natat6ria depois de leve
insisténcia.

Neste estudo foi utilizada a palavra girino para se referir aos embribes e
larvas de Physalaemus gracilis, como forma de caracterizar toda a fase de

desenvolvimento testada.

2.4.1 Atividade natatdria

As observagfes da atividade natatoria foram realizadas por placa de petri.
Assim, foi quantificado o comportamento dos 5 girinos de cada placa como sendo

um so, analisando o que a maioria apresentava. A atividade natatoria foi analisada
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em todas as concentracbes do experimento. Para essa analise utilizou-se como
parametro valores numéricos: 0 — para atividade natatéria igual ao controle,
considerado normal, 1 — parado, mas com atividade natatéria com estimulo, 2 —
atividade natatédria erratica, 3 — atividade natatoria erratica, com espasmos, 4 — sem

atividade natatdria e movimentos retorcidos e 5 — sem atividade natatoria.

2.4.2 Malformacéao

A analise de malformacéo foi realizada nas concentractes de 1,0; 1,5 e 2,0
mg/L. As analises foram voltadas para detec¢cdo de malformacao oral, na cauda e
intestino. As anomalias na cauda foram observadas ao longo dos sete dias de teste.
Ao final deste periodo, os girinos sobreviventes foram avaliados quanto a
malformacgdes na boca e intestino. Todas as analises foram comparadas ao controle

negativo.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliar o efeito da cipermetrina nos girinos de Physalaemus gracilis
utilizou-se Analise de Variancia Unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc
Tukey ou Dunnet, quando p<0,05. A Concentracdo de Efeito Nao Observado
(CENO), a Concentracdo de Efeito Observado (CEO) e o Valor Croénico (VC) foram
calculados para a mortalidade. O software utilizado foi o Statistica 8.0.
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3 RESULTADOS

Os efeitos subletais causados pelo inseticida cipermetrina foram analisados
em 180 girinos. Neste teste cronico de sete dias 60 girinos foram submetidos a um
controle negativo e 180 girinos as concentragdes escolhidas para analise. Destes, 6
girinos morreram no controle (10%) e 48 (26,67%) na exposicdo ao agrotdxico
(Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados da mortalidade do teste de toxicidade crbnica para girinos de
Physalaemus gracilis expostos a cipermetrina.

Concentragao Mortalidade
(mg/L) 24h  48h  72h  96h 120h 144h 168h Total
Controle 0 0 0 1 2 3 0 6

0,05 0 0 0 1 2 0 1 4

0,1 0 0 0 0 0 2 0 2

0,5 0 0 0 0 0 1 2 3

1,0 0 0 0 0 0 2 1 3

15 0 0 0 0 0 6 10 16
2,0 0 0 0 1 2 4 13 20

A mortalidade dos girinos iniciou em 96 horas de exposicdo em duas
concentracbes e no controle. Em 144 horas de teste todas as concentracdes
apresentaram numeros de mortalidade. A maior taxa ocorreu no ultimo dia (168h),
com 33,3% de girinos mortos na concentracdo de 1,5 mg/L e 43,3% na
concentragdo de 2,0 mg/L. Ao final do teste as taxas de mortalidade das
concentracbes mais baixas variaram de 6,67% a 13,3% e a variacdo das
concentracfes 1,5 e 2,0 mg/L foram 53,3% e 66,67%, respectivamente.

Cipermetrina afetou a mortalidade conforme o aumento das concentracdes
(Figura 4) (F@,30 = 8,08, p<0,01), sendo significativo nas concentracbes 1,5 e 2,0
mg/L (Tukey, p<0,05). O tempo de exposi¢cdo também influenciou na mortalidade
dos girinos (Figura 5) (Fe.35 = 40,018, p<0,01), sendo significativo em 144 e 168
horas de exposicdo (Tukey, p<0,05).

O valor de CENO para a mortalidade foi 1,5 mg/L e de CEO foi 2,0 mg/L.
Logo, o Valor Crbnico (VC) ou maxima concentracdo aceitavel de toxicante para
Physalaemus gracilis expostos a cipermetrina foi 1,75 mg/L.
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Figura 4 - Mortalidade do teste cronico de Physalaemus gracilis expostos a diferentes concentracdes
de cipermetrina. Fonte: a autora.
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Figura 5 - Mortalidade do teste crénico de Physalaemus gracilis relacionado ao tempo de exposi¢éo,
em horas. Fonte: a autora.

O desenvolvimento dos girinos (estagios de Gosner), ndo foi afetado pelo
inseticida, visto que apresentaram o mesmo desenvolvimento do controle. Ao final

do teste todos 0s girinos encontravam-se no estagio 25.
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Tabela 2 - Desenvolvimento dos girinos do controle e expostos no periodo de
ensaio.

Estagio de Gosner (1960)

Tempo (h) Girinos do Girinos
controle expostos

0 20 20

24 22 22

48 25 24-25
72 25 25

96 25 25

120 25 25

144 25 25

168 25 25

3.1 ATIVIDADE NATATORIA

Todos os girinos expostos ao agrotdxico apresentaram atividade natatéria

alterada, quando comparados ao controle (Tabela 3).

Tabela 3 - Alteracdes na atividade natatéria apresentadas por Physalaemus gracilis
expostos a cipermetrina.

Girinos com Girinos com

Concentracao Girinos Girinos atividade atividade
(mg/L) expostos analisados natatoria natatoria
sem com
alteracéo alteracéo
Controle 60 60 60 0

0,05 30 30 0 30
0,1 30 30 0 30
0,5 30 30 0 30
1,0 30 30 0 30
1,5 30 30 0 30
2,0 30 30 0 30

Nas primeiras 24 horas de exposi¢cdo os girinos ja exibiram alteracbes na

atividade natatéria em todas as concentra¢des (Figura 6). Ja no segundo dia de
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ensaio, a atividade natatoria dos girinos foi erratica, com contragces espasmadicas,
permanecendo com este comportamento até 120 horas. Em 168 horas de
exposicao, os girinos nao exibiram mais qualquer atividade natatoria. Os girinos do

controle permaneceram sem alteracao (parametro 0) até o final do teste.

Padrdo de atividade natatéria

0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo de exposigdo (h)

Figura 6 - Padré@o de atividade natatéria dos girinos de Physalaemus gracilis expostas a
concentracdes cronicas de cipermetrina. Padrdo: 0 — para atividade natatdria igual ao controle,
considerado normal, 1 — parado, mas com atividade natatdria com estimulo, 2 — atividade natatéria
erratica, 3 — atividade natatéria erratica, com espasmos, 4 — sem atividade natat6ria e movimentos
retorcidos e 5 — sem atividade natatéria. Fonte: a autora.

3.2 MALFORMACAO

Foram encontradas malformacdes em girinos de todas as concentracdes de

cipermetrina em analise (1,0; 1,5 e 2,0 mg/L) (Tabela 4).

Tabela 4 - Alterac6es morfoldgicas (malformacdes) verificadas nas respectivas
concentracdes da formulacdo comercial de cipermetrina.

Malformacdo Malformacdo Malformacéo

Concentracoes oral nacauda no intestino
Controle 0 0 0
1,0 mg/L 16 > ?
1,5 mg/L 14 o 3
1

2,0 mg/L 10 12
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A anomalia que os girinos mais apresentaram foi na boca, com ocorréncia de
78,43% dos girinos analisados. Na cauda, o agrotoxico causou deformacdo em
28,89 % dos girinos e no intestino 11,76%. No controle ndo houve alteracéo.

A diferenca entre os tipos de malformacfes foi significativa (Fe, 6) = 12,88
p<0,01). Quando comparados com o controle, todos os girinos dessas trés
concentracbes apresentaram alguma malformacédo (F @3, 8) = 19,92, p<0,01), sendo

significativo para malformacdes na boca e na cauda dos girinos (Dunnett, p<0,01).

3.2.1 Morfologia oral

Avaliou-se 105 exemplares (que sobreviveram até o final do teste crénico) de
Physalaemus gracilis a fim de se verificar a presenca de malformacédo na morfologia
oral, dos quais, 54 eram do controle. As alteracGes detectadas foram auséncia de
fileiras de denticulos labiais superiores e inferiores e na mandibula superior e inferior
(Figura 7). As deformacdes ocorreram em 59,26% dos girinos na concentragédo de
1,0 mg/L e em 100% dos girinos nas concentracdes de 1,5 e 2,0 mg/L. Nos girinos

do controle ndo foram detectados casos dessa malformacao (Tabela 5).

Tabela 5 - Alteracdes na morfologia oral apresentadas por Physalaemus gracilis
expostas a cipermetrina.

Concentracao Girinos Girinos Girinos com  Girinos sem
(mg/L) expostos analisados alteracao alteracao
Controle 60 54 0 54
1,0 30 27 16 11
15 30 14 14
2,0 30 10 10

A ocorréncia de alterag6es na morfologia oral foi significativa em relagdo ao
controle (F@, 20 = 5,27, p<0,01), significativa nas trés concentracdes testadas
(Dunnet, p<0,05).
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N
Figura 7 - Em A, exemplar do controle sem alteragbes. Em B, C e D auséncia de denticulos. Fonte: a
autora.

3.2.2 Malformacé&o na cauda

A malformacdo na cauda foi analisada ao longo dos sete dias de teste e
(Tabela 6). Essa malformacéo apresentou as maiores taxas na concentracao de 2,0
mg/L, totalizando 40% (12 girinos) seguida da concentracdo de 1,5 mg/L, com 30%
(09 girinos) e por ultimo a de 1,0 mg/L: 16,67% (05 girinos).

Tabela 6 - Malformagdo na cauda causada pela cipermetrina em Physalaemus
gracilis.

Concentracao Girinos Girinos Girinos com  Girinos sem
(mg/L) expostos analisados alteracéao alteracéao
Controle 60 60 0 60
1,0 30 30 5 25
1,5 30 30 9 21

2,0 30 30 12 18
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Em relacdo ao controle, essa malformacao foi significativa em todas as
concentracdes testadas (F, 200 = 10,80, p<0,01, Dunnett p<0,01). As andlises foram

voltadas para deteccado de curvaturas na cauda (Figura 8).

Figura 8 — Amostras de girinos com altera¢gfes (curvatura) na cauda. A primeira imagem ilustra um
girino do controle, sem alteragdes. Fonte: a autora

3.2.3 Malformacéao no intestino

As deformidades no intestino foram menos frequentes em relacdo as
malformacgBes observadas na morfologia oral e na cauda. Observou-se enrolamento
anormal do intestino em 6 girinos, dos 51 expostos ao agrotdxico (Tabela 7), que
nao foi significativo em relagdo ao controle (F, 20)=0,98, p=0,42).

Tabela 7 — Malformacdo no intestino causada pela cipermetrina em Physalaemus
gracilis.

Concentracao Girinos Girinos Girinos com  Girinos sem
(mg/L) expostos analisados alteracéao alteracéo
Controle 60 54 0 54
1,0 30 27 2 25
1,5 30 14 3 11
2,0 30 10 1 9
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4 DISCUSSAO

Desde mais de duas décadas a relacéo entre atividade agricola e populacdes
de anfibios sdo relatadas como negativa (BERGER, 1998). Os resultados deste
estudo mostram que concentracdes cronicas da formulagédo comercial do inseticida
Cipermetrina foi toxica para girinos de anfibios de Physalaemus gracilis. As doses
subletais testadas causaram mortalidade, atividade natatéria alterada e
malformacgBes na morfologia oral, na cauda e no intestino desses organismos. As
caracteristicas no comportamento da espécie em teste e as anomalias encontradas
sdo sinais tipicos de intoxicacdo por piretréides (GREULICH; PFLUGMACHER,
2004).

O numero da mortalidade dos girinos de Physalaemus gracilis submetidos a
concentragdes cronicas de cipermetrina neste estudo é considerado alto (26,67%).
Isto pode significar, em ambiente natural, diminuicdo de popula¢édo dos anfibios e a
longo prazo, declinio da espécie, visto que esse grupo ja tem sido bastante
considerado em relatorios sobre declinios populacionais e extincdes de espécies de
varias partes do mundo (JAYAWARDENA, 2010). Este declinio, de acordo com
alguns estudos norte-americanos, esta associado ao uso de agrotéxicos na
agricultura (DAVIDSON, 2004; SPARLING et al., 2001).

Verificou-se neste estudo que a atividade natatoria também foi afetada pela
cipermetrina. Os girinos de todas as doses subletais aplicadas apresentaram
alteracdes, como contracfes espasmadicas, movimentos retorcidos, chegando a
apresentar nenhuma atividade natatéria, mesmo com estimulo. Em ambiente
natural, este efeito € preocupante, visto que significa menor capacidade de fuga. Em
larvas de anfibios de Duttaphrynus melanostictus, anomalias na natacao também
foram observadas em exposicdo a cipermetrina (DAVID et al.,, 2012). Os efeitos
subletais neurotéxicos causados pelo inseticida cipermetrina, como natagao erratica,
contracdes espasmodicas e movimentos reduzidos vistos neste estudo, também ja
foram observados em girinos de Rhinella arenarum (SVARTZ, 2015).

A ocorréncia de malformagbes nos girinos expostos foi alta, sendo a
deformacédo na boca a mais encontrada. A falta dos denticulos da boca pode
comprometer a sobrevivéncia da espécie, pois prejudica a alimenta¢do dos girinos,
aumenta a vulnerabilidade a predadores e também afeta a fungdo dos anfibios como
predadores na cadeia alimentar (PEREZ-IGLESIAS et al.,, 2015). Resultados
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semelhantes com o inseticida cipermetrina sobre as alteragées na morfologia oral de
P. gracilis foram também encontrados em Vanzetto (2016).

O estudo de Vanzetto (2016) realizado com Physalaemus gracilis em um
estagio mais avancado de desenvolvimento (estagio 25, GOSNER, 1960),
demonstra a sensibilidade desta espécie frente a doses subletais de cipermetrina e
mostra a alta toxicidade da cipermetrina para larvas neste estagio. J4 a pesquisa
desenvolvida por Macagnan (2016), realizada com embrifes entre os estagios 17 e
19 e larvas no estagio 24-25 de Gosner (1960) em exposi¢cdo aguda, demonstra que
a cipermetrina é pouco téxica para embrides de P. gracilis, sendo mais resistentes
do que as larvas. Ainda, neste mesmo estudo os resultados mostram que a
Cipermetrina é mais toxica que a deltametrina, outro inseticida piretréide. Em
comparacao com o estudo de Vanzetto (2016) e Macagnan (2016), pode-se dizer
que para larvas no estagio 20 de desenvolvimento (GOSNER, 1960), o inseticida
cipermetrina foi medianamente toxico.

A fase larval dos anfibios tem maior probabilidade de ser exposta a
contaminantes em ecossistemas aquaticos do que a fase embrionéria, visto que os
girinos sdo mais sensiveis e sua fase de desenvolvimento € mais longa (YU et al.,
2013). O que também as torna mais suscetiveis a contaminacdes do que a fase
embrionéria é devido a presenca de branquias e auséncia da membrana gelatinosa,
gue envolve os embrides, estando a pele totalmente exposta (BRIDGES, 2000;
ORTIZ-SANTALIESTRA et al., 2006). A maior sensibilidade a toxicidade da
cipermetrina na fase larval do que na embrionaria também ja foi comprovada para
Rhinella arenarum (SVARTZ et al., 2015).

Outro efeito que pdde ser observado neste estudo foi em relacdo ao
crescimento dos girinos. Os girinos expostos se desenvolveram de acordo com 0s
estagios de Gosner (1960), como no controle, porém, ao final do teste se pode
perceber que o tamanho deles era menor que os girinos do controle. Este efeito
também foi observado em girinos de Xenopus laevis expostos ao principio ativo
cipermetrina (YU et al., 2013). Porém, ndo foram feitas medidas para confirmar o
efeito no crescimento neste experimento.

A legislacéo estadual do Rio Grande do Sul permite 0,3 mg/L de cipermetrina
na agua (BRASIL, 2014). Essa concentracdo na agua causaria baixa mortalidade
nos girinos de P. gracilis, porém afetaria a atividade natatoria, visto que em

concentracdes ainda mais baixas, vistas nesta pesquisa, ela foi alterada.
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5 CONCLUSAO

Este estudo mostrou que a exposicdo da espécie Physalaemus gracilis a
determinadas concentracfes crbénicas de cipermetrina podem causar mortalidade,
alteracdo na atividade natatéria e malformacdo desses organismos. Isto indica que
mesmo em doses baixas, essa formulagéo é toxica para a espécie.

A avaliacdo de alteragBes cronicas que substancias, como 0s agrotoxicos,
podem causar em organismos expostos a esses poluentes é de extrema
importancia, pois servem como referéncia no entendimento sobre mudancas na
biodiversidade e suas causas.

A crescente utilizagdo do inseticida cipermetrina no meio ambiente é motivo
de preocupacéo, visto que pode ser seriamente perigoso para a sobrevivéncia e
desenvolvimento da espécie de anfibios.

E notdria a necessidade de mais estudos nessa area, utilizando outros
agrotoxicos e também outras espécies, visando-se uma melhor avaliagdo sobre a
toxicidade dos agrotéxicos utilizados na agricultura em espécies nao-alvo,

especialmente as aquaticas.
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