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RESUMO
A presenca de agrotoxicos em ambientes aquaticos, geralmente € elevada, especialmente para

o0 herbicida glifosato, devido ao seu intenso uso na agricultura, setor que vem se expandindo
de maneira acelerada. Testes com embrides e individuos no inicio da fase larval sdo realizados
para verificar como agentes xenobidticos podem afetar o desenvolvimento embrionério,
proporcionando avaliagdes eficientes quanto aos efeitos subletais. Neste contexto, objetivou-
se neste estudo avaliar a toxicidade aguda e cronica do Roundup Original® DI, que tem como
principio ativo o herbicida glifosato, na fase embrionaria e larval de Physalaemus gracilis
(Anura: Leptodactylidae). Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados com 96 horas de
duracéo, e de toxicidade crénica com duracdo de 168 horas. Para obtencdo dos embrides,
foram coletadas desovas com menos de 24 horas de oviposicdo em um charco em area rural,
com certificacdo do Comité de Etica para Uso de Animais e licenca do ICMBIO para
atividades com finalidade cientifica. O teste agudo foi realizado em triplicata e o crénico em
sextuplicata, com um controle negativo equivalente. A CLsy do Roundup Original® DI para
embrides de Physalaemus gracilis foi de 10600 ug/L. Através do ensaio de toxicidade
cronica, constatou-se que houve diferenca significativa na atividade natatéria dos individuos
expostos em relagdo ao controle, onde 23,36% dos embrides expostos apresentaram alteracdo
no movimento. Foram detectadas malformac@es, no entanto elas ndo foram significativas em
relacdo ao controle. Esses resultados demonstram a importancia da avaliacdo dos efeitos
subletais em embriGes, uma vez que 0S mesmos proporcionam o monitoramento dos efeitos
toxicos de determinadas substancias no decorrer do desenvolvimento do organismo. Contudo,
sd0 necessarios mais estudos na area com intuito de extrapolar os resultados a nivel ambiental

e bioldgico.

Palavras-chave: Agrotdxicos. Anfibios. Toxidade aguda. Toxidade cronica.



ABSTRACT
The presence of agrochemicals in aquatic environments is generally high, especially for the

herbicide glyphosate, due to its intense use in agriculture, an area that has been expanding
rapidly. Tests with embryos and individuals at the beginning of the larval stage are performed
to verify how xenobiotic agents can affect embryonic development, providing efficient
assessments for sublethal effects. In this context, the objective of this study was to evaluate
the acute and chronic toxicity of Roundup Original® DI, which has the herbicide glyphosate
as an active ingredient in the embryonic and larval phase of Physalaemus gracilis (Anura:
Leptodactylidae). Acute toxicity tests were performed at 96 hours and chronic toxicity lasting
168 hours. In order to obtain embryos, spawnings with less than 24 hours of oviposition were
collected in a rural lake, certified by the Ethics Committee for the Use of Animals and
licensed by ICMBIO for scientific activities. The acute test was performed in triplicate and
the chronic one in six times, with an equivalent negative control. The LCsy of Roundup
Original® DI for Physalaemus gracilis embryos was 10600 pg / L. Chronic toxicity testing
showed that there was a significant difference in swimming activityof the exposed individuals
in relation to the control, where 23.36% of the exposed embryos presented alterations in
movement. Malformations were detected, however they were not significant in relation to the
control. These results demonstrate the importance of evaluating sublethal effects in embryos,
since they provide monitoring of the toxic effects of certain substances during the
development of the organism. However, further studies are needed in the area to extrapolate

results at the environmental and biological levels.

Keywords: Pesticides. Amphibians. Acute toxicity. Chronic toxicity.
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1. INTRODUCAO

O uso de agroquimicos no Brasil vem crescendo a cada ano, devido aos processos
produtivos agricolas (EMBRAPA, 2017). As vendas anuais de agrotoxicos e afins no Brasil
entre 0s anos de 2000 e 2014 tiveram um crescimento de 194,09%, chegando a atingir
508.556,84 toneladas de ingredientes ativos comercializados entre 2000 e 2014, com
crescimento mais acentuado na Regido Centro-Sul do pais, com destaque para os Estados de
Sdo Paulo, Parana, Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e Goias (IBAMA,
2016).

Os produtos agrotoxicos e afins estdo sujeitos as disposicfes da Lei Federal n°
7.802/89, que se encontra regulamentada pelo Decreto n® 4074/02. Segundo o artigo 2° dessa
Lei, o agrotoxico ¢ definido como “produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento
de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres
vivos considerados nocivos; e substancias e produtos, empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento” (BRASIL, 1989).

De acordo com Langiano (2006), com relagdo aos grupos quimicos, 0s agrotoxicos sao
classificados em herbicidas, fungicidas e inseticidas, sendo que o glifosato pertence ao
primeiro grupo, e estes por sua vez sdo utilizados para controlar plantas indesejaveis na
agricultura e também para o controle de algumas plantas aquaticas que possam intervir nas
atividades humanas. Os dez ingredientes ativos mais comercializados no Pais em 2014
revelam que o herbicida glifosato aparece sempre na primeira colocacdo e que representou
mais de 30% das vendas nacionais em cada um desses anos (IBAMA, 2016).

O Roundup Original® DI € um produto que dispde como principio ativo o glifosato,
porém sua formulacdo comercial possui uma substancia surfactante que detém efeitos tdxicos
mais significantes que o glifosato puro (LANGIANO, 2006). Segundo o IBAMA (2015), o
Roundup Original® DI é classificado como altamente tdxico (perigoso ao meio ambiente) e
suas indicacBes de uso sdo fora de ambientes urbanos, industriais, domésticos e agricolas,
sendo sua pratica por meio de pulverizagdo terrestre com emprego de equipamentos costais
manuais ou motorizados, e de equipamentos tratorizados, em prol da eliminacdo em pos-
emergéncia das plantas infestantes, em aceiros de estradas de ferro, estradas de rodagem,

oleodutos, cercas e linhas de alta tensdo. O Roundup Original® DI é um herbicida nédo
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seletivo de acdo sistémica do grupo quimico glicina substituida, composto por 445 g/L de sal
de di-amoénio de Glifosato (370 g/L de &cido equivalente), e que ndo deve ser aplicado em
areas situadas a uma distancia inferior a 500 metros de povoacao e de mananciais de captacdo
de agua para abastecimento publico e de 250 metros de mananciais de agua, moradias
isoladas, agrupamentos de animais e vegetacao suscetivel a danos (MONSANTO, 2017).

Esses produtos quimicos podem alcancar as aguas através de diversas maneiras como
pela aplicacdo intencional realizada para controle de pragas, pela deriva, pelo escoamento
superficial e também através da percolagdo no solo até atingir os len¢ois freaticos o que
provoca a contaminacdo das aguas (SILVA; SANTOS, 2007). Uma vez na agua, 0s residuos
de pesticidas podem se ligar a particulas em suspensdo, depositar-se nos sedimentos do fundo,
ou serem absorvidos pelos organismos aquaticos, onde sdo detoxificados ou acumulados,
além de poderem ser transportados pelo ecossistema aquético através das correntes de aguas
ou dos corpos dos organismos aquaticos (LANGIANO, 2006).

A presenca de agrotoxicos na agua gera um enorme impacto na biodiversidade
aquatica, fazendo com que ocorra uma reducdo das formas de vida deste meio, sendo que a
contaminacdo das &guas tem efeito direto na fauna e flora aquética (BERTI et al., 2009;
VASCONCELOQOS, 2014). Os animais aquaticos sdo expostos aos agrotoxicos através da pele
ao nadar em aguas contaminadas, por meio da respiracdo, pois absorvem o herbicida pelas
branquias (NAKAGOME; NOLDIN; RESGALLA JUNIOR, 2006) e também devido a
ingestdo de matéria organica contaminada (LANGIANO, 2006).

Para realizacao de estudos ecotoxicoldgicos em ambientes aquaticos, utilizam-se como
organismos 0s moluscos, vermes bentbnicos, esponjas, anfibios e peixes (SILVA, 2005). Os
anfibios sdo um dos grupos que mais sofrem diante da presenca de produtos toxicos no
ambiente (BERTI et al., 2009; VASCONCELOS, 2014). As caracteristicas que tornam o0s
anfibios bons indicadores ambientais sdo ciclo bifasico, pois podem entrar em contato com o
agrotoxico de duas formas, através do ambiente aquatico (enquanto embrides e larvas) e
também do terrestre (enquanto jovens e adultos) (BRANDAO et al., 2011). Os anfibios
possuem pele e ovos permedveis, apresentando sensibilidade as alteracdes ambientais
(GONCALVES et al., 2014).

Na ordem Anura estdo inseridos 0s sapos, as ras e as pererecas, animais caracterizados
pela auséncia de cauda e presenca de membros posteriores alongados, para auxiliar na
locomocgdo e saltos, além disso, sdo0 os mais notdveis entre os anfibios devido a sua

vocalizacdo, ou canto dos machos, que tem como intuito atrair as fémeas para a reproducao
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(ZANK et al., 2014). Para a reproducéo e o desenvolvimento seguro dos embrides 0s anuros
sdo dependentes da 4gua ou umidade atmosférica, pois seus ovos desidratam com facilidade
(KOPPI; SIGNORELLI; BASTOS, 2010). Além disso, os anfibios colocam o0s ovos
envolvidos em substéncias gelatinosas produzidas por seu préprio organismo que serve como
camada protetora dos embriées (WOEHL JR; WOEHL, 2008).

O género Physalaemus pertence & familia Leptodactylidae, com 41 espécies
reconhecidas (SEGALLA et al., 2014), distribuidas de norte a sul da América do Sul e a leste
dos Andes (TOLLEDO et al., 2009). Physalaemus gracilis, popularmente conhecido como ra-
chorona, mede de 2,7 a 3,2 cm (ZANK et al., 2014; BORGES-MARTINS et al., 2007), com
incidéncia na Argentina, Uruguai e Brasil e comumente encontrada nos estados do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, em campos e banhados (FRAVRETTO, 2011) e também
em corpos d’agua Iénticos, em areas preservadas ou que tenham sofrido alteracdes ambientais,
podendo ser encontrada até mesmo em cidades (IUCN, 2017). Nos meses de setembro a
marc¢o, época de acasalamento da espécie, macho e fémea constroem ninhos de espuma onde
0s ovos sdo depositados (LINGNAU, 2009). A espécie costuma ser muito conhecida no Rio
Grande do Sul, pois a vocalizacdo dos machos assemelha-se ao choro de uma crianga ou 0
miado de um gato (ZANK et al., 2014). Physalaemus gracilis tem ampla distribuicdo no
territério nacional e possui tolerancia a diferentes habitats fortemente perturbados e até a areas
poluidas (IUCN, 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1.

2.2.

OBJETIVO GERAL:

Avaliar a toxicidade da formulacdo comercial de glifosato em embrides de
Physalaemus gracilis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Verificar a ocorréncia de malformacdes congénitas apds periodo de exposicdo a
formulacéo comercial de glifosato;

- Avaliar se a formulacdo comercial de glifosato provoca alteracGes na atividade

natatoria de Physalaemus gracilis em diferentes concentracgdes.
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3. METODOLOGIA

O agrotdxico testado foi o herbicida glifosato na formulagdo comercial Roundap
Original® DI de nome quimico N-(phosphonomethyl) glycine que apresenta concentracdo de
445 g/L de sal de Di-amonio de Glifosato (370 g/L de &cido equivalente) e 751 g/L de outros
ingredientes, classificado como altamente toxico (MONSANTO, 2017).

Utilizou-se como organismo teste, a espécie de anfibio Physalaemus gracilis (Anura:
Leptodactylidae) (Figura 1). Para obtencdo dos embrides foram coletadas desovas com menos
de 24 horas de oviposicdo (Figura 2 e 3) em um charco em area rural que é ocupado por
grande quantidade de vegetagdo e lama, considerada area de referéncia, localizado no interior
do municipio de Paulo Bento — RS (latitude: -27.7016, longitude: -52.426) (Figura 4).

Figura 1: Individuo adulto de Physalaemus gracilis (Anura: Leptodactylidae).

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 2: Desova de Physalaemus gracilis (Anura: Leptodactylidae), coletada em novembro
de 2016.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 3: Coleta de Physalaemus gracilis realizada fevereiro de 2017 no charco em éarea rural
localizado no interior do municipio de Paulo Bento.

Q! 4 4 ey | TN

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 4: Charco em area rural com grande quantidade de vegetagdo e lama, onde eram
realizadas as coletas de Physalaemus gracilis.

Fonte: Acervo pessoal.
Apds a coleta, as desovas foram colocadas em aquarios com capacidade para 15 litros.
Os aquarios recebiam aeragdo constante, e foram mantidos a uma temperatura entre 22 e 23°C
com oxigénio dissolvido de aproximadamente 7000 pg/L em condigdes controladas de
laboratorio (Figura 5). Foi utilizada agua de poco artesiano, atendendo os padrbes de

potabilidade.

Figura 5: Desovas de Physalaemus gracilis dispostas nos aquarios ap6s coleta em novembro
de 2016.

Fonte: Acervo pessoal.
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Os testes de toxicidade aguda foram iniciados quando os embries encontravam-se nos
estagios de desenvolvimento 18-19 (de acordo com a tabela de Gosner - 1960) (Anexo A). No
estagio 18-19, o embrido inicia o alongamento do corpo, o desenvolvimento da cauda, tem
resposta muscular e comeca a diferenciacdo das branquias (DUELLMAN; TRUEB, 1994).
Para a determinacdo da concentracdo letal média (CL50) foi realizado o teste de toxicidade
aguda por 96 horas (teste estatico). Foram utilizadas placas de cultura celular (Figura 6 e 7)
compostas por 24 pocos com capacidade para 3 ml cada um. Em cada placa, 20 pocos
receberam 2 ml da concentracdo testada, e quatro pocos receberam agua desclorada sem
agrotoxico. Todos os testes foram realizados em triplicata, totalizando 60 embrides expostos e
12 controles para cada concentracdo. Também foram colocadas trés placas somente de
controle, totalizando 72 embrides no controle.

Manteve-se a temperatura do laboratorio na faixa de 20 a 24°C. Todas as observac6es
feitas foram comparadas ao controle. Durante o ensaio agudo os embrides ndo foram
alimentados.

Figura 6: Placas de cultura celular contendo embriGes de Physalaemus gracilis expostos a
formulacdo comercial de glifosato.

Fonte: Acervo pessoal.

Para a determinacgdo da concentracdo letal média os embriGes foram expostos a nove
concentracdes da formulacdo comercial de glifosato: 2500; 3500; 5000; 6000; 9000; 11000;
20000; 35000 e 50000 pg/L. A cada 24 horas, realizou-se 0 monitoramento da mortalidade
dos embriGes, para isso, cada poco da placa celular foi observado individualmente em

estereomicréspio com aumento de até 45 vezes.
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O teste de toxicidade cronica seguiu 0 mesmo método experimental do teste agudo em
relacdo as placas de cultura celular, porém o teste foi realizado em sextuplicata, totalizando
120 embrides expostos e 24 controles por concentracdo, e periodo de exposicdo de sete dias
(168 horas). No controle totalizaram 192 embrides no total. Devido ao tempo necessario para
realizacdo do teste cronico, os embrides foram colocados em teste no estagio de embrido (17-
18) e atingiram o estagio de larva 25 (Gosner, 1960 — Anexo A) durante o teste. Entre o
estadgio 17-25, o embrido vira uma larva, ocorrendo a transicdo de um embrido imovel
sustentado pelo ovo para uma larva livre-natante que se alimenta, com partes da boca
completas, respiracdo branquial, inicialmente com brénquias externas (19-23/24) e depois
com branquias cobertas por um opérculo (estagio 25) (DUELLMAN; TRUEB, 1994). Essa
metodologia permitiu 0 acompanhamento de todas as fases embrionéarias até a formacédo da
larva de forma completa.

No teste cronico foram testadas trés concentragdes de glifosato citadas na literatura: 65
e 280 ug/L baseadas na CONAMA 357/2005 que dispde sobre a classificagdo dos corpos de
agua (Classe 1); e 144 ng/L baseadas na literatura (DORNELLES, 2013; PERUZZO et
al.,2008; RISSOLI et al.,2016). Além das concentracGes ja citadas também foi realizado um
novo teste com concentracdes de 500 pg/L e 700 ug/L. Os embrides-larvas foram observados
diariamente, a cada 24 horas, através de um estereomicroscopio, quanto a mortalidade,
desenvolvimento, atividade natatdria e malformacao.

Figura 7: Teste agudo e cronico de Physalaemus gracilis, em placas de cultura celular,
expostos a formulacdo comercial de glifosato, sendo realizados concomitantemente.

Fonte: Acervo pessoal.
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As malformacdes foram observadas a partir do quinto dia de teste (120 horas). Neste
periodo as larvas encontravam-se no estagio 25. Para identificacdo dessas anomalias, foram
comparados 0s organismos expostos com as larvas do controle, tomando como base o estudo
de Hu et al (2015). Foram analisadas e fotografadas com estereomicroscopio com sistema de

imagem.

A atividade natatéria comegou a ser observada em 48 horas de teste, quando
Physalaemus gracilis encontravam-se no estagio 22-23 (de acordo com Gosner, 1960;
detalhes do desenvolvimento por tempo de observacdo na Tabela 3). Neste estagio de
desenvolvimento comeca a atividade natatéria.

A atividade natatdria foi analisada a partir das 48 horas de teste até as 168 horas,
ultimo dia de teste, através dos seguintes endpoints:

[0]- Controle como padrao;

[1]- Atividade natatoria igual ao controle;

[2]- Atividade natatéria menor que o controle;

[3]- Atividade natatdria maior que o controle (mais agitados);
[4]- Somente espasmos.

Qualquer embrido/larva que apresentou atividade natatoria diferente do controle foi
considerada com movimentacdo alterada. Considerou-se como embrido até o estagio 22 de
Gosner (1960), a partir do estagio 23 era considerado como larva.

3.1 ANALISE DE DADOS

Para determinacdo da CLsg, se utilizou o método Trimmed spearman-karber, com
nivel de confianca de 95%. Para avaliacdo dos dados utilizou-se os testes Anova one way,
com teste post-hoc (Tuckey ou Dunnet). Também foi calculada a concentracdo de efeito ndo
observado (CENO), maior concentragdo nominal, e a concentracdo de efeito observado
(CEO), menor concentracdo nominal, do agente toxico, no programa Statistic a fim de
verificar se o herbicida causou efeito em Physalaemus gracilis.

Para a realizacdo deste estudo, obteve-se autorizacdo do Comité de Etica para Uso de
Animais (CEUA n° 23205.003252/2016-65) e licenca do ICMBIO para atividades com
finalidade cientifica n® 54939-1 (Anexo B).
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4. RESULTADOS
4.1 TESTE AGUDO

A CLs de glifosato para embrides de Physalaemus gracilis foi de 10600 pg/L,
(+95% =11530 pg/L, -95 % = 9740 pg/L). A taxa de mortalidade dos embrides/larvas do
controle foi de 0,90%. Em 24 horas de teste, somente em duas concentracfes a mortalidade
foi alta: 25% de embrides/larvas mortos na concentragdo de 35000 ug/L e 97% na de 50000
ug/L (Tabela 1). A maior taxa de mortalidade ocorreu em 48 horas de teste, sendo 90% dos
embrides/larvas mortos na concentracdo de 20000 ug/L e 75% na concentracdo de 35000
ug/L. Apenas para as concentracfes de 35000 e 50000 ug/L ocorreu mortalidade total dos
embrides/larvas, ao final do teste. A concentragdo influenciou na mortalidade dos
embrides/larvas (F g1 =73,82; p=0,00; significativo a partir de 900 pg/L, tukey, p<0,05) ao
contrario do tempo de exposicéao (F 33, =0,73; p=0,54).

Tabela 1: Resultados do teste de toxicidade aguda para embrides/larvas de Physalaemus
gracilis expostos ao glifosato.

Concentracao Mortalidade
CLso (ug/L)

(ng/L) 24h 48h 72h 96h Total

Controle 0 0 0 1 1
2500 0 0 0 2 2
3500 0 0 0 3 3
5000 1 0 0 4 5 10600
6000 1 2 4 8 15 -95 % CL = 9740
9000 0 0 0 22 22 +95% CL =
11000 0 0 0 25 25 11530
20000 0 54 5 0 59
35000 15 45 0 0 60
50000 58 2 0 0 60

4.2 SOBREVIVENCIA E DESENVOLVIMENTO DOS EMBRIOES NO TESTE
CRONICO

No teste cronico (Tabela 2), a mortalidade dos embriGes iniciou ainda nas primeiras 24
horas de teste. Neste periodo, ocorreu a mortalidade de 1,56% dos embriGes do controle,
0,83% dos embrides na concentracdo de 65 pg/L, 4,17% na concentragéo de 280 pg/L e de

1,67% na concentracdo de 144 nug/L. Na maioria das concentragdes, foi registrada mortalidade
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acentuada das larvas (estagio 25) a partir de 96 horas de exposi¢do. N&o houve mortalidade
total das larvas em nenhuma das concentracGes. No final das 168 horas de teste, ocorreu
mortalidade elevada de larvas em todas as concentracdes, variando entre, aproximadamente,
53,3% a 67,5%.

Nas concentracOes de 500 e 700 pg/L, houve alta mortalidade do controle ainda nas
120 horas de teste, impossibilitando que o mesmo completasse as 168 horas de exposicéo,

tornando-o irrelevante para qualquer tipo de analise. Por isso ndo consta nos resultados.

Tabela 2: Resultados do teste de toxicidade cronica para embrides/larvas de Physalaemus
gracilis expostos ao glifosato.

Concentracéo Mortalidade
(ng/L) 24h  48h  72h  96h 120h 144h 168h Total
Controle 3 1 1 4 7 0 1 17
65 1 1 2 16 13 13 35 81
144 5 0 4 11 28 6 10 64
280 2 0 7 6 18 21 19 73

O tempo de exposigédo influenciou na mortalidade dos embrides/larvas (F ¢14=4,64;
p<=0,01; significativo em 120 e 168 horas de exposicdo, tukey, p<0,05) ao contrario das
concentracgdes (F 2,6=0,58; p=0,59).

O desenvolvimento dos embribes/larvas teve diferenca em relacdo ao controle nas 96
horas de teste, com relacdo ao estadgio de desenvolvimento durante o periodo de ensaio
(Tabela 3). Mas na maioria do tempo foi semelhante.

Tabela 3: Desenvolvimento dos embrides/larvas de Physalaemus gracilis expostos a
formulacdo comercial de glifosato e do controle no periodo de ensaio.

Estagio de Gosner (1960)

Tempo
(h) Controle Expostos
0 18-19 18-19
24 20-21 20-21
48 22-23 22-23
72 23-24 23-24
96 25 24-25
120 25 25
144 25 25

168 25 25
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4.3 ALTERAQOES NA ATIVIDADE NATATORIA
A maioria dos embrides/larvas de Physalaemus gracilis expostos apresentou alteracao
na atividade natatdria em todas as concentracdes quando comparados ao controle (Tabela 4).
Foi considerado movimento alterado quando os embrifes/larvas em teste crénico
apresentavam movimento reduzido, movimentacdo aumentada (embrides/larvas mais agitados

que o controle) e natacdo com contracdes espasmaodicas.

A atividade natatoria reduzida teve o maior indice de ocorréncia em 48 horas de teste.
A partir das 72 horas de teste (estagio 23-24) a atividade natatoria aumentada comecou a ser
observada, e nas 96 horas de teste (estdgio 24-25) a atividade natatéria espasmadica foi
constatada. Nas 168 horas de teste verificou-se que 16,24% das larvas em teste cronico
apresentaram movimento reduzido, 4,56% movimentacdo aumentada e 2,28% natacdo com
contracOes espasmodicas (Tabela 5 e 6).
Tabela 4: Alteragbes na atividade natatoria apresentadas pelos embrides/larvas de

Physalaemus gracilis expostos a concentragdes cronicas da formulagdo comercial de
glifosato.

_ Numero Numero Embribes/larvassem alteracfes na Embrides/larvas com alteracoes
Concentragéo

de atividade natatoria na atividade natatdria
(no/L) expostos analisados 48h 72h 96h 120h 144h 168h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
Controle 216 212 212 211 207 200 200 199 O O O 0 0 0
65 120 118 85 69 58 58 51 14 33 24 14 6 8 16
144 120 115 75 52 60 39 45 33 40 23 3 16 14 8
280 120 118 89 75 66 49 37 12 29 16 16 21 11 15

Tabela 5: Atividade natatéria de Physalaemus gracilis exposto a formulagdo comercial de
glifosato, de acordo com os endpoints analisados.

NUmero de larvas com atividade natatéria

Concentracéo
pg/L [1]- lgual ao [2]- Menor que [3]- Maior que  [4]- Somente
controle o controle o controle espasmos
Controle 0 0 0 0
65 15 20 2 3
144 33 18 1 2
280 12 19 13 3
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Tabela 6: Atividade natatoria de Physalaemus gracilis exposto a formulacdo comercial de
glifosato, de acordo com os endpoints analisados: [0] Controle como padréo; [1] Atividade
natatdria igual ao controle; [2] Atividade natatéria menor que o controle; [3] Atividade
natatoria maior que o controle; [4] Somente espasmos. Os valores apresentados se referem a
moda (valores mais freqlientes) nas observacGes a cada 24 horas.

Concentragéo Atividade natatoria
ng/L 48h 72h 96h 120h 144h 168h
Controle 0 0 0 0 0 0
65 1 1 1 1 1 2
144 1 2 1 1 1 1
280 1 1 1 1 1 2

Constatou-se que 23,36% dos embrides/larvas expostos apresentaram alteracdo na
atividade natatoria. Além disso, foi possivel observar que alguns embriGes/larvas conseguiam
recuperar a atividade natat6ria, contudo muitos deles apresentavam novamente alteragdes ou
morriam. O tempo de exposicao ao herbicida ndo foi significativo (Fs 15=1,59; p=0,21), mas a
concentracdo afetou significativamente a atividade natatéria dos embriGes/larvas de
Physalaemus gracilis expostos (Fs 20=5,82, p<=0,01, onde todas as concentragdes foram
significativas em relacdo ao controle, Dunnet, p<0,05). Na concentracdo de 65 ug/L 21,67%
dos embrides/larvas apresentaram alteracdo na atividade natatoria, na concentracdo de 144
ng/L 17,5% e na concentragdo de 280 pg/L, 29,17%.

Para atividade natatoria, 0 CENO em Physalaemus gracilis foi a concentracdo 144
ug/L e o CEO 280 pg/L da formulacdo comercial de glifosato. O valor cronico ou a maxima

concentragdo de toxicante aceitavel para atividade natatoria foi 212 pg/L.
4.4 MALFORMACOES

Foi detectada a presenca de malformagcdo em todas as concentrages testadas,
inclusive em larvas do controle (Tabela 7). As malformacdes observadas ndo foram
significativas em relagdo ao controle (F;5=0,49; p=0,70). No entanto, quando analisados os
tipos de malformacdo separadamente (Tabela 8), a diferenca foi significativa em relagcdo ao

controle (Fg26=10,595; p<0,05), sendo significativa a malformacéo na boca (Dunnet, p<0,05).
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Tabela 7: MalformacGes apresentadas pelas larvas de Physalaemus gracilis expostos a
concentragdes cronicas da formulacdo comercial de glifosato.

NUmero Ndmero

Concentracao g q Sem malformacéo Com malformacéo
(ho/L) "
expostos analisados  120h 144h 168h 120h 144h 168h
Controle 216 200 191 182 176 9 5 3
65 120 87 78 58 22 9 7 9
144 120 72 68 60 28 4 4 26
280 120 87 81 57 15 7 7 28

As malformagdes encontradas consistiram em: alteragbes na boca, no formato do
intestino, lente turva, corpo inchado, abdémen alongado, cauda curvada ou tortuosidade na
cauda e corcunda (Tabela 8). A malformacao na boca foi auséncia de keratodonts e partes do
l&bio superior e inferior (Figura 8B, C, D e E), que ocorreu em 40,74% das larvas em teste.

Tabela 8: Tipos de malformacdes observadas em Physalaemus gracilis expostos a
formulacdo comercial de glifosato e controle.

Tipos de Malformacdo  Controle 65 ng/L 144 pg/L 280 ng/L

Formato da cabega 0 4 5 5

Olho 2 3 0 7

Boca 10 20 27 31

Corpo inchado 0 1 4 8

Abddmen alongado 0 0 1 1

Intestino 3 3 9 13

Cauda curvada 2 19 1 4
Tortuosidade na cauda 0 4 2

Corcunda 0 0 1 1
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Figura 8: Malformacdes na boca das larvas de Physalaemus gracilis no estagio 25. “A” boca
de um individuo do controle, “B e C” apds a exposi¢do a concentracdo de 65 ug/L, “D” apos a
exposicdo a concentragdo de 144 pg/L e “E” apos a exposi¢do a concentragdo de 280 pg/L,
fotografados com esteromicroscopio de imagem com aumento de 5 vezes.

Fonte: Acervo pessoal.
Quanto as alteracbes no formato do intestino, 12,96% das larvas expostas

apresentaram intestino inchado ou com um formato nada semelhante ao formato normal
(Figura 9) que é em espiral.

Figura 9: Intestino normal em formato de espiral do controle (A) e intestino malformado de
larva de Physalaemus gracilis no estagio 25, apds exposicao as concentracdes de 65 ug/L (D)
e de 144 nug/L (B e C) de formulacdo comercial de glifosato, fotografadas com
estereomicroscopio de imagem com aumento de 3 vezes.

Fonte: Acervo pessoal.



26

No que se refere &s alteragBes na cauda, 12,04% das larvas expostas apresentaram
cauda curvada (Figura 10). Essa alteragdo foi constatada até em dois embries do controle,
aumentando significativamente na concentracdo de 65 pg/L.

Figura 10: Caudas malformadas presente em larvas de Physalaemus gracilis no estagio 25 do

controle (A), e ap0s exposicdo a concentracdo de 65 pg/L (B e C) da formulacdo comercial de
glifosato, fotografadas com estereomicroscopio de imagem com aumento de 2 vezes.

Fonte: Acervo pessoal.

As menores alteracOes diagnosticadas foram de formato da cabeca 6,48%, corpo
inchado (Figura 11) 6,02%, tortuosidade na cauda 3,70% em todas as concentragdes com
excecao do controle, e lente turva ou malformacéo do olho (Figura 12) em 5,5% dos embrides

do controle e das concentracdes de 65 e 280 ug/L.
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Figura 11: Larvas de Physalaemus gracilis no estagio 25 com corpo no formato normal do
controle (A) e com malformacao de corpo inchado apds exposi¢do as concentracdes de 65 (B)
e 144 pg/L (C), fotografadas com estereomicroscopio de imagem com aumento de 2 vezes.

| 5,93 mm |

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 12: Malformagéo no olho (A) ou lente turva (B) em larvas de Physalaemus gracilis no
estagio 25, apds a exposicdo as concentragbes de 280 e 65 pg/L da formulacdo comercial de
glifosato, fotografadas com estereomicroscopio de imagem com aumento de 4 vezes.

Fonte: Acervo pessoal.
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Foram constatadas, ainda, malformagdes como corcunda e abddémen alongado, mas

estas foram em apenas 0,93% das larvas.
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5. DISCUSSAO

O glifosato foi um herbicida com baixa toxicidade aguda para embrides/larvas de
Physalaemus gracilis. A CLso de 10600 pg/L para embrides/larvas € maior do que para larvas
de Physalaemus cuvieri (ALMEIDA, 2014; COSTA, 2014), Rana pipiens (HOWE et al.,
2004) e Rana clamitans (HOWE et al., 2004), que apresentaram CL50 de 7120 (ALMEIDA,
2014), 1600 (COSTA, 2014), 9200 (HOWE et al., 2004) e 6500 (HOWE et al., 2004) pg/L. A
formulacdo comercial de glifosato apresentou baixa toxicidade para os embrides/larvas, uma
vez que, as maiores taxas de mortalidade foram registradas nas concentracGes mais elevadas.

Na fase embrionéria, anfibios estdo envoltos em substancias gelatinosas que servem
como camada protetora (WOEHL JR; WOEHL, 2008), tornando-os mais resistentes ao efeito
do toxico. Costa (2014) verificou alta toxicidade de Roundup Original® para Physalaemus
cuvieri expostos a partir do estagio 25 de desenvolvimento.

No presente estudo as concentragOes utilizadas para exposicdo dos girinos de
Physalaemus gracilis foram preparadas mediante dissolu¢do da formulacdo comercial do
glifosato, enquanto o autor Howe et al. (2004), utilizou em um de seus experimentos
concentragfes partindo do principio ativo e obteve uma CLsy de 28600 pg/L para Rana
clamitans. Essa diferenca de toxicidade pode ser em virtude da presenca de ingredientes
inertes sugerindo que a formulagdo comercial seja mais toxica que o principio ativo (SILVA e
al., 2013), lembrando que a toxicidade também ira depender muito do surfactante empregado
na formulacdo do glifosato (BRODEUR et al., 2014).

No teste cronico, foram testadas concentracbes subletais, onde s&o esperadas
alteracbes na estrutura e fisiologia dos organismos aquéaticos, no lugar da mortalidade em
massa (LANGIANO, 2006). O glifosato pertence a classe dos organofosforados, é
caracterizado por apresentar implicacdes a saide ambiental devido aos efeitos desses agentes
ao logo do tempo (ABRASCO, 2015).

Em testes com o organofosforado Folisuper 600BR em Physalaemus cuvieri Silva et
al. (2013), constatou alto potencial para reducdo da populacéo deste anfibio, e até mesmo para
a dizimagdo da espécie presentes em agrossistemas aquéaticos causando um desequilibrio ao
longo do tempo. Anfibios ligados a esses ambientes exercem um importante papel no
transporte de energia e de nutrientes entre agua e solo, além de transportar os poluentes por
bioacumulacdo impactando diversas cadeias troficas, podendo inclusive ocasionar efeitos
adversos a fauna, adicionais ao estresse natural do sistema (SILVA et al., 2013).

Apesar da baixa toxicidade no teste agudo para embrides/larvas, o teste cronico

demonstrou que a formulacdo comercial de glifosato pode causar efeitos graves, como a
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alteracOes na atividade natatoria em Physalaemus gracilis na fase inicial da vida. AlteracGes
como contracBes espasmodicas ou natacdo anormal na atividade natatoria de Physalaemus
gracilis, também foram constatadas em Physalaemus cuvieri estudada por Almeida (2014), ao
contrario da espécie estudada pelo mesmo autor, Rhinella ictérica que nao apresentou
diferenca significativa entre o0 comportamento afetado e as concentragdes (p=0,22 e F=1,55).

A fase inicial da vida de um organismo é onde ocorre a formacéo dos tecidos e 6rgaos
tornando os efeitos xenobioticos mais acentuados (BROEG et al, 2005). Neste estudo varios
tipos de malformacédo foram verificados, sendo o mais significativo em relacéo as estruturas
bucais. A malformacdo na boca pode comprometer a sobrevivéncia da espécie, em razdo dos
girinos se alimentarem raspando, com a boca, materiais aderidos ao substrato além de filtrar
alimentos liberados na agua (BAHIA, 2007). Seguida das malformacdes no intestino que pode
comprometer o desenvolvimento adequado dos animais; e na cauda, que pode alterar a
atividade natatéria do animal deixando-o vulneravel no ambiente em que estd inserido
(ALMEIDA, 2014).

Almeida (2014), também obteve maior incidéncia de alteracdo morfologica na boca
em suas avaliacGes de malformacdes, porém para um tempo amostral de 96 horas e para as
espécies de Physalaemus cuvieri e Rhinella ictérica. Nao foram encontrados resultados
semelhantes com a formulag&o comercial de glifosato para Physalaemus gracilis.

Amarante Junior et al. (2002), afirma que o glifosato pode causar defeitos cronicos de
nascimento em determinadas espécies de animais, quando administrado em doses elevadas e
por um periodo prolongado. Contudo, as concentracdes utilizadas neste estudo foram
administradas em 168 horas de teste, equivalente a sete dias, ndo sdo elevadas, além disso sdo
permitidas pela legislacdo vigente no Brasil, e comumente encontradas em aguas doces,
todavia causaram malformacdes e alteracbes na atividade natatoria nos embrides/larvas de
Physalaemus gracilis.

Segundo Resolucdo CONAMA n°357/05 (2005), o limite padrdo de glifosato em
aguas doces ¢ de 65 pg/L. Este valor tambeém é adotado no Canada e é o menor limite de
glifosato estabelecido para dguas no mundo (SINDAG, 2006). Contudo, para o teste cronico
realizado neste estudo, essa concentragdo apresentou a maior variedade quanto aos tipos de
malformacdes como alteracdes na boca, no intestino, cauda curvada, lente turva e corpo
inchado, mesmo ndo sendo a concentragdo com maior numero de individuos malformados.
Além disso, 21,67% dos embrides/larvas de Physalaemus gracilis expostos a essa

concentragdo apresentaram alteracfes na atividade natatoria e um alto indice de mortalidade.
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O limite padrdo de glifosato permitido em &gua potavel pela FUNASA ¢ de 500 pg/L
(SINDAG, 2006). O valor crbénico para atividade natatéria foi de 212 pg/L. Houve
malformacdo em valores abaixo disso. Isso significa que o valor permitido por lei para dgua
de consumo humano esta muito acima do que causa efeitos ecotoxicologicos crénicos em
anfibios.

Embora a legislacdo brasileira contemple importantes agrotoxicos, sua amplitude
ainda é muito deficiente, pois dispGes de poucas informacdes sistematizadas quanto a
identificacdo de contaminantes quimicos em ambientes aquaticos e quanto as relagcdes entre
esses contaminantes e os efeitos adversos que podem causar, obtidos através de estudos
toxicoldgicos (FERNANDES NETO; SARCINELLI, 2009). Os peixes e os invertebrados
aquaticos sdo os mais sensiveis ao herbicida glifosato e aos outros componentes de seus
produtos comerciais (AMARANTE JUNIOR et al., 2002), devido a sua pele muito permeavel
e da dependéncia do ambiente aquatico para reproducdo e desenvolvimento dos estagios
larvais, 0 que pode ocasionar efeitos significativos nos individuos bem como nas populagdes
de anfibios.

Essa deficiéncia no que se refere & informacéo sobre os efeitos toxicos em espécies de
anfibios, se deve a falta de especificacdo quanto a alguns principios ativos de relevancia,
como as classes dos organofosforados e carbamatos, largamente utilizados no pais e de grande
toxicidade (FERNANDES NETO; SARCINELLI, 2009). Por isso, é importante reforcar a
realizacdo de estudos ecotoxicologicos baseados ndo sé nos ingredientes ativos dos
agrotoxicos, mas também em suas diferentes formulacdes que sdo as mais utilizadas na

agricultura.
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6. CONCLUSOES

A CLso da formulagcdo comercial de glifosato para embrides/larvas de Physalaemus
gracilis foi de 10600 pg/L. A menor incidéncia de alteracdo na atividade natatoria e
morfologia foi registrada nas concentra¢des de 144 ¢ 65 ug/L, respectivamente. No entanto,
mais da metade dos individuos expostos foi afetada ainda na concentracdo de 65 pg/L,
diferente do ocorrido para as malformagdes, em que nem metade dos individuos expostos
chegaram a ser afetados. Apesar da taxa de mortalidade dos embrifes/larvas expostos ao
herbicida ter sido baixa no teste agudo, nas concentrac@es subletais demonstrou potencial para
causar alteracbes no movimento e morfoldgicas, esse ultimo com menos significancia.

Os efeitos morfologicos identificados foram malformacdes na boca, no intestino, na
cauda, no olho, no formato do corpo ou da cabeca, alem de malformaces como corcunda e
abdémen alongado, sendo apenas as trés primeiras com maior incidéncia. As alteracfes no
movimento foram com contracdes espasmodicas com algum tipo de estimulo, movimento
reduzido e movimento aumentado (individuos agitados). Com isso, conclui-se que as doses
subletais testadas da formulacdo comercial do glifosato afetaram a morfologia e a mobilidade
de Physalaemus gracilis, na fase inicial do desenvolvimento larval, o que provoca danos para
a sobrevivéncia da espécie.

Quanto ao uso da espécie de Physalaemus gracilis, também chamada de ra-chorona,
como organismo teste para ensaios de toxicidade constitui um bom modelo para avalia¢do da
suscetibilidade das espécies nativas ao efeito da formulacdo comercial do glifosato, por se
tratar de uma espécie em ampla distribuicdo geografica no Brasil, principalmente em areas
rurais onde utilizam corpos d’agua 1énticos para sua reprodugdo e desenvolvimento de suas
larvas, muitas vezes em areas de agricultura podendo ser expostas a possiveis contaminacgdes
por agrotoxicos.

A avaliacdo ecotoxicologica € uma importante ferramenta para andlise dos efeitos
prejudiciais dos agrotoxicos particularmente em espécies nativas. Os anfibios refletem um
grupo de risco, ameagado principalmente pela perda e degradacdo de habitat. Além disso, a
exposicdo aos agrotoxicos desempenha papel fundamental no declinio das populacGes de

anfibios.
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ANEXO A
Tabela de Gosner (1960), utilizada para classificar os individuos em estagios de
desenvolvimento de 1 a 25.

uil 3il
Fertilizatio;m Gray Crescent 2-Cell 4-Cell 8-Cell
| ‘ 80
16-Cell 32-Cell Midcleavage Late Cleavage
11 12 13 14
‘ “ ‘ )
Yolk Plug Late Gastrula Neural Plate Neural Folds Elongation, Rotation
17

Q¥

Neural Tube, Gill Plates

—

Gill Circulation, Tail Elongation

Tail Bud
Adhesive Gland

18

Muscular Response
Olfactory Pits

=

Cornea Transparent, Mouth Opens

19

Heart Beat

Gill Buds

=

Tail Fins Transparent, Fin Circulation

23

Operculum, Oral Disc, and Pigmentation

bia and Teeth Differentiate
Operculum Covers Gill Bases

24 25

External Gills Atrophy
Operculum Closes on Right

Mouthparts Obvious
Spiracle Forms on Left
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Hind Limb Bud Development
26 L<"%D 27L2%D 28L2D 29L21"%D 30L=2D

) DD

Toe Differentiation & Development

A
4 4 ) 4
3
3
3 5 l 2

<7

Foot Paddle Indentation 4-5 Indentation 3-4 Indentation 2-3 Indentation 1-2
36 37 38 39
N
Toes 3-5 Separated All Toes Separated Metatarsal Tubercle Subarticular Patches

Forelimbs Visible, Mouthparts Atrophy, Vent Tube Gone

M

E

T

Forelimbs

ﬁ an:! Anmmsuﬂ Mouth m:l & Eye

0

R

F

H

S Mouth Postenor to Eye Tail Resorbed Metanphosis Complete

Fonte:Virginia Herpetological Society, 2016.
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ANEXO B
Certificagdo do CEUA, n° 23205.003252/2016-65 e autorizacdo do ICMBIO para atividades

com finalidade cientifica n° 54939-1

Servigo Pablico Federal
Ministécio da FEducagio
Universidade Mederal da Frontesrs Sul
Campus de Reslera

CR 033/ CEUA/UFFS2016
RealezaPR, 16/1 172016,

CERTIFICADO

Certificames que o projeto intitulado “Desenvolvimento de protocolo metodoldgico
para wiilizacdo de anfibios como bioindicadores ecotoxicoligico da contaminagdo  por
agrotdxicos™. protcolo n* 23205.0032522016-65, sob a responsabilidade de MARILIA
TERESINHA HARTMANN — que envolve a preducio, manutengio elou utilizagho de animais
periencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica
{ou ensino) -~ encontra-se de acordo com 0s preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de cutubro de 2008, do
Decreto n* 6.899, de 135 d¢ julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselbo Nacional de

Controle da Experimentagiio Animal (CONCEA). ¢ fol APROVADO ad referendum no dia
071172016,

Finalidacle T( ) Ensino  { x ) Pesguisa Cientifica
Vigéncia de auwmcao ln[cw ll"’Olﬁ 'Ia-mmo JI 'l)‘h"Ol?
bspécne-’i;Magun raga Phyvaiacmm cuwer}

Su=— 1’hymiacmus gracills.
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