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Toxicidade aguda (LC50) e efeitos
comportamentais e morfolégicos de formulado
comercial com principio ativo glifosato em girinos
de Physalaemus cuvieri (Anura, Leptodactylidae) e
Rhinella icterica (Anura, Bufonidae)

Acute Toxicity (CL50) and behavioral and morphological effects of a commercial
formulation with glyphosate active ingredient in tadpoles of Physalaemus cuvieri
(Anura, Leptodactylidae) and Rhinella icterica (Anura, Bufonidae)

Priscilla Renné Almeida' \’, Marcos Vinicius Rodrigues™ (2, Adriana Maria Imperador’

RESUMO
O declinio de anfibios no mundo esta cada vez maior e a perda de riqueza,
muitas vezes, estd associada a dreas agricolas. O uso de agrotoxicos, em
especial daqueles a base de glifosato, € cada vez maior e novas formulacoes
estdo sendo desenvolvidas. O presente trabalho avaliou a toxicidade
aguda de um composto comercial com o principio ativo glifosato e os
efeitos comportamentais e morfolégicos em girinos de Physalaemus
cuvieri e Rhinella icterica. O primeiro mostrou-se mais sensivel em relacao
ao formulado comercial do que o segundo e ndo houve diferencas
significativas em relacdo as mudangas comportamentais e 0 aumento das
concentragdes do formulado entre as espécies, porém houve alteracoes

morfologicas de peso e comprimento dos girinos de ambas espécies.

Palavras-chave: glifosato; toxicidade aguda; Physalaemus cuvieri: Rhinella

icterica; comportamento; malformacoes.

ABSTRACT

The decline of amphibians in the world is increasing and the loss
of wealth is often associated with agricultural areas. The use of
pesticides, especially those based on glyphosate is increasing and
new formulations are being developed. This study evaluated the acute
toxicity of a commercial compound with glyphosate and behavioral
and morphological effects on Physalaemus cuvieri and Rhinella icterica
tadpoles; the former was more sensitive to the commercially formulated
compound than R. icterica and there were no significant differences in
relation to behavioral changes and increase compound concentrations
among species, but there were morphological changes of weight and
length of tadpoles of both species.

Keywords: glyphosate; acute toxicity; Physalaemus cuvieri; Rhinella icterica;
behavior; malformations.

m)

INTRODUCAO

O desenvolvimento acelerado da agricultura tem levado ao aumento
do uso de agrotdxicos. De acordo com Gasques et al. (2012), nos
ultimos 37 anos, o produto agricola, no Brasil, cresceu a uma
taxa média anual de 3,77%. A quantidade de poluentes despeja-
dos nos ambientes aquaticos vem crescendo a cada ano, intera-
gindo de forma adversa com o meio (GUIMARAES; LACAVA;
MAGALHAES, 2004).

m)

Os agrotoxicos sdo poluentes ambientais que podem ser uma
importante causa de mortalidade da fauna e da flora, pois varios decli-
nios estdo associados a dreas agricolas e adjacentes (RELYEA, 2005) e,
quando utilizados para combater pragas especificas ou pragas de uma
forma geral, sua utilizagdo acaba afetando outros organismos que néo
sdo0 o alvo do produto (RELYEA; JONES, 2009).

O glifosato ¢ o principio ativo mais utilizado em agrotdxicos no
mundo devido a sua alta eficdcia no controle de plantas daninhas na
agricultura (HOWE et al., 2004; RELYEA; JONES, 2009). Em plantas e
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alguns microrganismos, ele age como inibidor de enzimas essenciais na
sintese de aminodcidos necessarios a sintese proteica das plantas, cau-
sando déficit de aminoacidos arométicos (ITHO, 2014). Com a redu-
¢do desses aminoacidos nas plantas, todos os processos que deman-
dam a participagdo de enzimas e proteinas sdo diretamente afetados.

Diferentes formulag¢oes desse principio possuem diferentes surfac-
tantes (surface active agent), que atuam como cosolventes que tendem
a reduzir a tensdo superficial do composto em que estdo dissolvidas.
Surfactantes sdo considerados ingredientes inertes e ndo necessitam
de testes ou descri¢do na formula¢do do produto. Como consequén-
cia, fabricantes constantemente desenvolvem novos surfactantes, o que
torna necessarios constantes testes de toxicidade em organismos nao
alvos (RELYEA; JONES, 2009).

A formulagao de glifosato mais comumente utilizada emprega o
sal de isopropilamina associado ao surfactante polioxietileno amina
(POEA) e agua. Os solventes utilizados em formulagbes comerciais
podem alterar as propriedades toxicoldgicas do produto, e alguns sur-
factantes podem apresentar agdes irritativas de importincia, que ndo
sdo resultadas do proprio principio ativo (ITHO, 2014). Estima-se que
o surfactante POEA apresente toxicidade trés vezes maior do que o gli-
fosato (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

Os anfibios sdo um dos grupos de animais mais ameagados de extin-
¢ao em todo o mundo e vém sofrendo uma queda de riqueza em gran-
des propor¢oes desde a década de 1980 (IUCN, 2013). Sdo considerados
bioindicadores por terem contato com estressores tanto aquaticos (em
suas formas larval e adulta) como atmosféricos e do solo (em sua forma
adulta) e por possuirem a pele permeavel e ovos sem cascas, que ficam
diretamente expostos ao solo, a 4gua e a luz solar. Compreendem a maior
biomassa de vertebrados e contribuem significativamente para a dina-
mica tréfica em muitas comunidades — o declinio de anfibios anuros
pode ter impactos importantes sobre outros organismos (BLAUSTEIN;
WAKE; SOUSA, 1994; BLAUSTEIN; KIESECKER, 2002).

Os girinos possuem caracteristicas estruturais especificas que sao
ausentes nos adultos. O aparato oral é um exemplo, pois é uma estru-
tura presente apenas na fase larval dos anuros. Alteragdes nas estrutu-
ras orais podem provocar uma redugio na eficiéncia de forrageamento
dos organismos, pois essas estruturas sdo fundamentais para que os
girinos possam se alimentar (MCDIARMID; ALTIG, 1999).

Na metamorfose para a vida adulta, as alteragdes morfoldgicas sdo
extremas. Uma das mudangas mais drasticas que ocorrem durante a
metamorfose ¢ a diferenciagdo do trato digestério, com um rearranjo
dos 6rgaos na cavidade visceral. Nesse periodo, ocorrem acentuada
diminuigdo do intestino e do desenvolvimento do estomago e dege-
neragdo da regido oral do girino para a formagao da boca e o desen-
volvimento da lingua (BAHIA, 2007).

Transformagdes quimicas, bioldgicas e fisicas de poluentes ambien-

tais podem atingir até os niveis tréficos mais altos, por bioacumulagdo
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de alguns elementos, e a agricultura mal manejada influencia na quali-
dade das 4guas e, consequentemente, da biota aquética (GUIMARAES;
LACAVA; MAGALHAES, 2004). Varios fatores sio apresentados para
explicar o declinio dos anfibios, como alteragdes antrépicas, mudan-
¢as climdticas e destrui¢do do habitat. Outras possiveis causas tém
sido apontadas, como aumento da exposi¢ao a radia¢do ultravio-
leta, doengas emergentes, presenga de espécies exéticas e exposi¢do
a poluentes ambientais (BRUNELLI et al., 2009; DAVID et al., 2012;
LAJMANOVICH; SANDOVAL; PELTZER, 2003; RELYEA, 2005).

O impacto de poluentes ambientais na populagdo de anfibios é
influenciado pelas alteragdes climéticas e modificagdo do héabitat.
As mudangas climaticas afetam os efeitos dos contaminantes, pois, na
maioria dos casos, a meia-vida dos poluentes quimicos é dependente
de varios fatores, como temperatura, pH, incidéncia de luz, umidade
etc., que podem reduzir o impacto do composto quimico ou transfor-
mar os poluentes em formas mais prejudiciais (HAYES et al., 2010).

O efeito de poluentes em girinos é menos conhecido em relagdo
aos anfibios adultos (MCDIARMID; ALTIG, 1999). De acordo com
Seixas Filho et al. (2003), os girinos, nos estagios menos desenvolvidos,
sd0 mais sensiveis do que aqueles em fases mais avangadas, apresen-
tando menor capacidade de ajuste ao meio e ndo resistindo ao intenso
trabalho metabdlico.

Muitas espécies usam, em parte de seu ciclo de vida, lagoas tempo-
rarias e pequenos cursos d’dguas adjacentes as dreas agricolas, onde os
agrotoxicos sdo aplicados, e, muitas vezes, essas aplicagdes coincidem
com o periodo reprodutivo e desenvolvimento larval (DAVID et al.,
2012; HAYES et al., 2010; HOWE et al., 2004). A contaminagéo de cor-
pos d'agua proximos a area de agricultura geralmente aumenta durante a
estacdo chuvosa, periodo de reprodugdo da maioria das espécies de anfi-
bios. Esses poluentes podem estar dissolvidos na d4gua ou associados ao
solo ou a particulas minerais (DAVID et al., 2012; WALKER et al., 2006).

Physalaemus cuvieri é uma espécie de anfibio anuro da familia
Leptodactylidae que possui ampla distribuicdo, sendo conhecida nas
regides Sul, Sudeste, Nordeste e central do Brasil, além de Argentina e
Paraguai (MIJARES; RODRIGUES; BALDO, 2010; HERPETO.ORG,
2014). E considerada pouco preocupante em relagio a conservago, por
causa da sua ampla distribui¢do geografica, da tolerdncia em uma ampla
gama de habitats e regides e populagio estavel (MIJARES; RODRIGUES;
BALDO, 2010). E uma espécie de habitos noturnos e sua reprodugio
ocorre em pogas, tempordrias ou permanentes, geralmente em dreas
abertas. Os ovos sdo depositados em ninhos de espuma flutuante pre-
sos a vegetagdo marginal das pogas (CONDEZ; SAWAYA; DIXO, 2009).
A espécie Physalaemus cuvieri constitui bom modelo para avaliagdo da
suscetibilidade de espécies nativas por se tratar de uma espécie abun-
dante e de ampla distribui¢ao geografica no Brasil (SILVA et al., 2013).

Rhinella icterica é uma espécie da familia Bufonidae com ampla distri-

buicio, encontrada em mais de um bioma, ocorrendo em éreas florestadas
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e também em fisionomias abertas, desde o Sul e Sudeste do Brasil até o
Norte da Argentina e o Leste do Paraguai (SILVANO, 2010). Em fung¢ao
da sua ampla distribuigéo, é listado como pouco preocupante. Essa espé-
cie ¢ muito comum em dreas antropizadas, mas tém habitos florestais
(HERPETO.ORG, 2015). A reprodugéo da-se em riachos e em dgua parada,
como lagoas e pogas, de agosto a janeiro, em grandes corddes gelatinosos
com milhares de ovos escuros. Os girinos sio pequenos, livre-nadantes,
permanecem em congregagdes e se alimentam de matéria em suspensio
e na superficie de pedras e plantas submersas (HERPETO.ORG, 2015).
Pogos de Caldas ¢ uma cidade localizada na regido sul de Minas
Gerais, na divisa com o estado de Sdo Paulo, na borda ocidental da
Serra da Mantiqueira, fragmento de bioma mata atlantica, considerada
a segunda maior floresta pluvial tropical do continente americano e
o bioma brasileiro mais alterado pela a¢do antropica (LEDERMAN;
PADOVAN, 2005) e, mesmo considerado um dos biomas mais amea-
¢ados do mundo, a mata atlantica é considerada um hotspot mundial,
sendo uma das 4reas mais ricas em biodiversidade (MYERS et al., 2000).
De acordo com quatro levantamentos da herpetofauna no municipio
(GIARETTA; SAZIMA, 1993; LOIOLA, 2010; MONTEIRO-LEONEL,
2004), Pogos de Caldas apresenta uma riqueza de 40 espécies de anfibios,
sendo trés endémicas da regiao de Minas Gerais. No municipio, as cultu-
ras do café e da batata sdo as mais difundidas, o glifosato ¢ o agrotoxico
mais utilizado e muitos corpos d’dgua utilizados como sitios reprodu-
tivos dos anfibios anuros coincidem com as dreas agricolas na regido.
Pela necessidade de medidas preventivas e corretivas para a prote-
¢do da fauna e da flora, sdo essenciais os estudos ecotoxicoldgicos, a fim

de estabelecer limites permissiveis de poluentes presentes nas dguas.

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo avaliar, sob condigdes laboratoriais,
a toxicidade aguda de formulado comercial com principio ativo gli-
fosato, analisando a sensibilidade de girinos de Physalaemus cuvieri

e Rhinella icterica.

METODOLOGIA

Foram coletadas desovas de Physalaemus cuvieri e Rhinella icterica (para
que os testes fossem realizados com individuos de tamanhos e idade
semelhantes), as quais foram imediatamente levadas ao laboratdrio, onde
foram colocadas em bandejas de plastico com capacidade para 16 litros,
previamente desinfetadas, contendo 4 litros de dgua declorificada cada.
Pouca 4gua de campo foi adicionada as bandejas, para que os girinos
eclodissem na mesma dgua em que fossem submetidos aos tratamentos.

Cada bandeja foi areada com compressor de ar de aquario por
24 h.dia’, onde as larvas eclodiram. Apds a eclosio, as larvas foram

alimentadas uma vez ao dia até o inicio dos tratamentos, no estdgio 25
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de desenvolvimento (GOSNER, 1960). Os girinos foram alimentados
com rag¢do comercial para peixe (Alcon’ Basic).

Para preparagdo dos experimentos, foi realizada uma solugao mae
de 1.000 ppm em concentragio nominal do formulado comercial liquido
de composigio: sal de isopropilamina de fosfonometil (N) glicina —
480 g.L" (48,0% m.v'') —, equivalente 4cido de N glicina (glifosato) —
360 g.L"(36,0% m.v'') — eingredientes inertes — 684 g.L! (68,4% m.v'").
Para avaliar a sensibilidade das espécies e definir as concentragdes a
serem utilizadas nos tratamentos, foi realizado um teste piloto com cada
uma das primeiras para determinar a menor concentragao do formu-
lado comercial que fosse letal para 100% dos individuos em 48 horas
de exposi¢do. A menor concentragao letal apresentada nos testes piloto
foi determinada como concentra¢io maxima utilizada nos tratamentos,
reduzindo igualmente em 5 até chegar ao tratamento controle (sem adi-
¢ao do agrotoxico). Os experimentos foram realizados em 48 e 96 horas.

Para cada unidade experimental, 5 girinos foram aleatoriamente trans-
feridos das bandejas para potes de vidro contendo 1 litro de agua declo-
rificada + a concentragao da solugdo mae em seus respectivos tratamen-
tos. Durante o periodo experimental, os animais ndo foram alimentados.

Para andlise de toxicidade aguda, a presenca de mortalidade foi regis-
trada diariamente e os animais mortos foram retirados, registrados e
fixados em mistura de 50% alcool a 70% e 50% formol a 15%. Os animais
que sobreviveram a cada tempo experimental foram fixados em seus res-
pectivos tempos e tratamentos para analises posteriores. Quatro réplicas
foram realizadas para cada grupo de tratamento e controle.

A permissao de coleta, transporte e manuten¢ao temporaria dos ani-
mais descritos neste projeto foi concedida pelo Instituto Chico Mendes
de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio), érgao do Ministério do
Meio Ambiente (MMA), autoriza¢do n° 41955-1, de 17 de novembro
de 2013. Os experimentos realizados foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas
(protocolo n° 23087.006836/2013-33, de 10 de setembro de 2013) e as
coletas de P. cuvieri e R. icterica foram realizadas em 10 de dezembro
de 2013 e 22 de outubro de 2014, respectivamente.

Para avaliacdo dos efeitos subletais, foram realizadas analises do com-
portamento natatorio e morfoldgicas por meio de exames estatisticos.

Alteragbes nas respostas comportamentais foram registradas em
todos os tempos experimentais (48 e 96 horas), agitando a dgua de
cada tratamento com um bastdo de vidro suavemente, por 5 segun-
dos, até formar um redemoinho e observando por 1 minuto a atividade
de nata¢do de cada organismo em seu respectivo tratamento (DAVID
et al., 2012). Foram analisados o nado normal, quando o animal nadava
normalmente e ativamente contra a corrente criada, e o nado afetado,
quando o animal nadava um pouco contra a corrente e se deixava levar
por ela por tempo superior ao do nado, nadava com o corpo na lateral
ou fora do padrédo e quando havia paralisia na natacio e o animal se

deixava levar por completo pela corrente criada.
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As anilises morfologicas (morfometria e anormalidades) foram
realizadas com os animais fixados que sobreviveram aos tratamentos
nos tempos de 48 e 96 horas. Nao foram realizadas analises morfo-
légicas nos animais mortos. Foram avaliados os girinos sobreviven-
tes aos tratamentos, pois a inser¢do caudal alterada e/ou cauda torta
podem alterar a mobilidade do animal e, com isso, deixd-lo suscetivel
ao ambiente onde estd inserido; a cavidade oral, quando alterada, pode
prejudicar a alimentagdo dos girinos e, com isso, afetar a sua capaci-
dade de sobrevivéncia. De acordo com Bahia (2007), os intestinos de
girinos herbivoros e onivoros apresentam longos comprimentos, dis-
postos em dupla espiral, ocupando a maior parte da cavidade visceral,
e a malformagéo desse 6rgao pode comprometer o desenvolvimento
adequado dos animais. Todos os individuos submetidos as anélises
morfoldgicas foram medidos e pesados.

Para avaliagdo de malformagdes, foi utilizada lupa LEICA S8 APO,
onde foram realizadas as imagens em cdmera de video digital LEICA
DFC295 e foram avaliadas a posigdo caudal (corpo), a condi¢ao do
intestino (quando visivel) e a cavidade oral.

Para avaliacao de comprimento dos girinos, foi utilizado papel
milimetrado (1 mm x 1 mm) abaixo da placa de petri, por causa do
pequeno tamanho dos animais e da dificuldade de utilizar paquime-
tro digital nessas condigdes. Para pesagem, foi utilizada balanga digi-
tal modelo AY220, com precisao de 0,0001 g. O excesso de agua dos
girinos foi retirado com papel antes da pesagem.

Todos os individuos que sobreviveram aos tratamentos foram fixa-
dos em solugdo de 50% de édlcool a 70 e 50% de formol a 15%, para
facilitar o manuseio dos girinos nas analises morfologicas.

Os valores de toxicidade aguda (LC50) para 48 e 96 horas de expo-
si¢do foram calculados utilizando o software Trimmed Spearman-Kaber
Method, versio 1.5 (TSK, 1991).

Para andlise dos dados, foram utilizados modelos lineares genera-
lizados (GLM, na sigla em inglés) ajustados a distribui¢do adequada
dos dados. Todas as andlises foram realizadas utilizando o software R
3.11 (R CORE TEAM, 2014).

RESULTADOS

Testes de toxicidade aguda

Para Physalaemus cuvieri, as concentragdes da solugdo mae definidas
no teste piloto foram 0; 3,19; 6,36; 9,51; 12,64; e 15,75 mg.L* (controle,
C1, C2,C3, C4 e C5, respectivamente). No tempo de 48 horas, a morta-
lidade foi de 0; 1; 6; 20; 20; e 20 individuos (0, 5, 30, 100, 100 e 100%);
e, no tempo de 96 horas, a mortalidade foi de 0; 1; 5; 17; 20; e 20 indi-
viduos (0, 10, 25, 85, 100 e 100%). A LC50 calculada para o tempo de
48 horas foi de 6,61 mg.L! (5,81 a 7,53 mg.L") e de 7,12 mg.L"* (6,21
a 8,16 mg.L") para o tempo de 96 horas

ms

Para Rhinella icterica, as concentragdes utilizadas foram 0; 4,97;
9,90; 14,78; 19,61; e 24,39 mg.L"* (controle, C1, C2, C3, C4 e C5, res-
pectivamente). No tempo de 48 horas, a mortalidade foi de 0; 0; 0; 9;
19; e 20 individuos (0, 0, 0, 45, 95 e 100%); e, no tempo de 96 horas,
a mortalidade foi de 0; 0; 5; 17; 20; e 20 individuos (0, 0, 25, 85, 100 e
100%). A LC50 calculada para o tempo de 48 horas foi de 14,78 mg.L"
(13,65 a 16,01 mg.L"') e de 11,11 mg.L"*' (9,97 a 12,68 mg.L") para o
tempo de 96 horas.

Analise de comportamento natatério
Para Physalaemus cuvieri, pdde-se perceber que houve redugio na fre-
quéncia de nado normal em relagdo ao controle conforme as concen-
tragdes aumentavam nos dois tempos amostrais. Em 48 horas, 80%
dos individuos do controle apresentaram comportamento de nado
normal, porém, em C2 (maior concentragio na qual permaneceram
girinos vivos para andlises de comportamento), apenas 43% dos indi-
viduos apresentaram comportamento de nado normal. Em 96 horas,
apenas 10% dos individuos do controle apresentaram nado afetado,
enquanto 87% deles demonstraram comportamento afetado em C2.
Em C3, sobreviveram apenas trés individuos: dois deles manifesta-
ram comportamento afetado e um, comportamento normal. Nao
houve diferenca significativa em relagdo ao comportamento afetado
e 0 aumento da concentracido no tempo de 48 horas (p =0,2935e F =
1,2527). Em 96 horas, houve uma diferenca significativa em relacdo
ao nado erratico e as concentragdes (p < 0,001 e X? = 83.335), para os
quais C1 e C2 se mostraram iguais estatisticamente, diferindo de C3 e
controle, que se revelaram iguais entre si (Figura 1).

Na andlise de comportamento natatério de Rhinella icterica, os
individuos de C1 apresentaram maior frequéncia de comportamento

de nado normal em relagdo ao controle, sem adi¢do do agroquimico,
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Figura 1 - Relacdo de comportamento afetado (média de frequéncia)
em relacao aos tratamentos de Physalaemus cuvieri no tempo amostral
de 96 horas.

Eng Sanit Ambient | v.24 n6 | nov/dez 2019 | 151125 0



Efeitos de formulado comercial com glifosato em girinos

e houve maior incidéncia de comportamento normal em C2 do que
em C1 em 48 horas. Porém, nesse tempo amostral, os individuos de
C3 demonstraram maior frequéncia de alteracdo comportamental em
relagdo a C2. Em 96 horas, houve redu¢io na frequéncia de compor-
tamento normal em C2 quanto & C1. Nédo houve avaliagao em C4 e
C5, pois todos os individuos ja haviam morrido no teste de toxicidade
aguda. Nao foi observada uma relagdo linear para os comportamentos
normais e afetados nos tempos de 48 e 96 horas quanto ao aumento
das concentragoes, conforme esperado, porém se constatou aumento
na frequéncia de comportamento afetado nas maiores concentragdes
em ambos os tempos amostrais. Para Rhinella icterica, houve diferenca
significativa em relagdo ao comportamento afetado e o aumento da
concentrag¢do no tempo de 48 horas (p = 0,01423 e X* = 92,92). Em 96
horas, nao houve diferenga significativa entre o comportamento afe-
tado e os tratamentos (p = 0,2208 e F = 1,5511). Apenas C1 se mos-
trou diferente significativamente, e controle, C2, C3 e C4 revelaram-se

iguais estatisticamente (Figura 2).

Analises morfoldgicas
A Figura 3 ilustra o padréo considerado normal de girinos de Physalaemus
cuvieri em relagdo ao corpo e a posi¢ao caudal, ao intestino e a cavidade oral.
Physalaemus cuvieri apresentou uma pequena diferenca na fre-
quéncia de individuos que sofreram alteragdes morfoldgicas entre o
controle e C1 no tempo de 48 horas, e 70% dos individuos do controle
foram considerados dentro do padrao normal e 64% dos de C1 foram
considerados normais. Houve redugédo para 57% dos individuos con-
siderados normais em C2.
Nas avaliacdes no tempo amostral de 48 horas, em relagio a cavi-
dade oral, 67, 100 e 67% dos individuos de controle, C1 e C2, respec-

tivamente, apresentaram malformacdes. Apenas os individuos do
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Figura 2 - Relagdo de comportamento afetado (média de frequéncia)
em relacdo aos tratamentos de Rhinella icterica no tempo amostral de
48 horas.
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controle exibiram intestino fora do padrio considerado normal, tota-
lizando 17%, e somente os individuos de C2 expuseram corpo com
inser¢do caudal fora de padrio, totalizando 17%. A tnica alteragiao em
conjunto apresentada nesse tempo amostral foi observada no intestino
+ inser¢do caudal, em controle e C2, ambos com 16% de frequéncia.

Nio houve diferenca estatistica significativa entre ao aumento
das concentragdes de glifosato no tocante as andlises morfoldgicas
de cavidade oral, inser¢do caudal e posi¢do do intestino realizada no
tempo de 48 horas (inser¢ao caudal — p = 0,3147 e F = 1,18), posigao
intestinal (p = 0,1381 e F = 2,0505) e cavidade oral (p = 0,9139 e F =
0,9139). Também nao houve diferenca estatistica significativa do peso
dos individuos em relagdo & concentragio (p = 0,07898 e F = 2,6551)
em 48 horas, porém a diferenca foi significativa para o tamanho dos
individuos (p = 0,04786 e F = 3,2074), em que o controle se mostrou
diferente de C1 e C2, que sdo estatisticamente iguais (Figura 4).

Em 96 horas, a porcentagem de individuos que nio apresentaram
alteracdes morfologicas reduziu a 0% na maior concentragdo analisada
(C3), sendo 50, 50, 13 e 0% em controle, C1, C2 e C3, respectivamente.

As avaliagdes de malformagdes no tempo amostral de 96 horas
apresentaram maior frequéncia de interagdo entre os fatores avaliados
do que apresentado em 48 horas. Observou-se que, assim como em
48 horas, houve incidéncia maior na altera¢do morfoldgica da cavidade
oral dos girinos de P. cuvieri, em que 50, 34, 39 e 34% dos individuos
de controle, C1, C2 e C3, respectivamente, apresentaram malforma-
¢oes na cavidade oral. Apenas os individuos de C3 nio apresentaram
intestino fora do padrio considerado normal.

No tempo amostral de 96 horas, nao houve diferenca estatistica
significativa entre tratamentos e malformagao na inser¢ao caudal (p =
0,2921 e X? =70,466) e na posigdo intestinal (p = 0,693 e X*> = 83,852).
Porém, houve diferenca significativa em relagdo aos tratamentos e a
cavidade oral (p < 0,01 e X? = 83,73). C3 revelou-se diferente estatisti-
camente de controle, C1 e C2, que sdo iguais (Figura 5).

Para Physalaemus cuvieri, em 96 horas, houve diferenga significa-
tiva tanto no peso quanto no comprimento dos individuos, sendo que
C3 apresentou-se estatisticamente diferente de controle, C1 e C2 em
ambas as varidveis (Figura 6).

A Figura 7 apresenta exemplos de malformagoes detectadas em
relagio ao formato do corpo, & inser¢ao caudal e a cavidade oral e no
intestino — nestes foram observadas proeminéncia do figado e espi-
ral malformada.

Naio foi possivel analisar a posi¢ao intestinal de Rhinella icterica
devido a sua coloragio escura, que ndo permitiu a visualizacio de sua
condi¢do. A Figura 8 ilustra o padrdo considerado normal de girinos
de R. icterica em relagdo ao corpo e a posi¢do caudal.

Rhinella icterica nao apresentou uma frequéncia crescente de malforma-
¢Oes em relacio ao aumento das concentragdes no tempo de 48 horas. A fre-

quéncia de individuos que apresentaram alguma alteragao morfoldgica foi
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de 35,70, 55 e 55% em controle, C1, C2 e C3, respectivamente. No entanto,
houve uma incidéncia de individuos com malformagées apds o controle.

Nas avaliagoes no tempo amostral de 48 horas de R. icterica, houve
predominancia de malformagao da cavidade oral. C1 apresentou maior
frequéncia em 92% dos individuos analisados, enquanto 57% dos de
controle, 81% dos de C2 e 17% dos de C3 apresentaram malformagao

na cavidade oral.

Houve diferenca significativa entre as altera¢des morfoldgicas de
inserc¢do caudal (corpo) (p = 0,037 e F = 2,6592) e da cavidade oral
(p < 0,01 e X*> = 100,35) em relagdo aos tratamentos no tempo de 48
horas. Para malformagdes da cavidade oral, C1 mostrou-se diferente
dos outros tratamentos, que se mostraram iguais. Andlises de malfor-
magio do corpo apresentaram que C3 diferiu das demais, que também

foram similares estatisticamente (Figura 9).

Figura 3 - Padrdo considerado normal de girinos de Physalaemus cuvieri em relacéo (A e B) ao corpo e a posicdo caudal, (C) ao intestino e (D) a

cavidade oral.
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Figura 4 - Relacdao do comprimento dos individuos de Physalaemus
cuvieri em relacdo aos tratamentos no tempo amostral de 48 horas.
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Figura 5 - Relacdo de malformacado da cavidade oral de Pysalaemus
cuvieri em relacdo aos tratamentos em 96 horas.
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Existiu discrepancia expressiva do comprimento de Rhinella
icterica em 48 horas em rela¢do aos tratamentos, nos quais con-
trole, C1 e C2 foram iguais, porém diferentes de C3, que foi dis-
tinto de C4. O mesmo aconteceu com o peso dos individuos ana-
lisados (Figura 10).

No tempo amostral de 96 horas, a frequéncia de malformacoes
foi a mesma no controle e em Cl1, totalizando 45% dos individuos,
nimero que foi reduzido para 33% em C2 e chegou a 100% em C3,
néo apresentando um padrdo em relagdo ao aumento das concentra-

¢des, assim como em 48 horas.

Porém, assim como nesse tltimo tempo amostral, no de 96 horas,
houve predominéncia da malformacéo de cavidade oral, sendo que,
dos individuos que apresentaram malfomagdes em controle, C1, C2 e
C3,78, 89, 80 e 67%, respectivamente, foram na cavidade oral. Houve
malformacédo na posigdo caudal a partir de C1, e a interagao dos fato-
res foi observada no controle e em C2.

Nao houve diferenca estatistica significativa para malformagdes
da cavidade oral e inser¢ao caudal em relagdo aos tratamentos para
Rhinella icterica no tempo de 96 horas. Houve diferenca significativa

entre o comprimento de R. icterica e os tratamentos no tempo amostral
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Figura 6 - Relacao de peso e comprimento de girinos de Physalaemus cuvier em relacdo aos tratamentos em 96 horas.

Figura 7 - Physalaemus cuvieri considerados fora de padrdao em relacao (A e B) ao corpo, (C) a cavidade oral e (D) ao intestino.

Figura 8 - Padrao considerado normal de girinos de Rhinella icterica em relacao ao corpo e (A) a posi¢ao caudal e (B) a cavidade oral.
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de 96 horas, em que controle, C1 e C2, iguais estatisticamente, dife-
riram de C2, que divergiu de C3. O mesmo ocorreu com o peso dos
girinos em 96 horas (Figura 11).

A Figura 12 mostra exemplos de malformagdes detectadas em
relagdo ao formato do corpo e & inser¢do caudal e cavidade oral, cujos

denticulos estavam ausentes ou a mandibula sem completa formagao.

DISCUSSAO

Teste de toxicidade aguda

No presente estudo, Physalaemus cuvieri apresentou-se mais sensi-
vel ao formulado comercial do que a Rhinella icterica. Em relagdo a
outros organismos avaliados por Tsui e Chu (2003), tanto Physalaemus
cuvieri quanto Rhinella icterica se mostraram mais sensiveis a formu-

lagdo comercial a base de glifosato do que a microalga Selenastrum

capricornutum, o protozoario Euplotes vannus e o crustaceo Ceriodaphnia
dubia e menos sensiveis do que a microalga Skelotonema costatum e o
crustaceo Acartia tonsa, provando a diferenca de sensibilidade entre
diferentes grupos e a necessidade de se conhecerem os efeitos de com-
postos quimicos em cada grupo animal.

No presente estudo, a LC50 de Physalaemus cuvieri, em 48 horas,
revelou-se menor do que em 96 horas, aparentemente significando
maior toxicidade em menor tempo. Na margem de 5% de confianga, os
valores encontram-se entre os de LC50 de 7,53 (maxima de LC5048h)
6,21 (minima de LC5096h), apresentando igual toxicidade. Tal resul-
tado pode ter sido influenciado pela adsor¢ao do composto quimico do
tratamento e pela renovagio da dgua em 72 horas sugerida por Walker
et al. (2006), influenciando em algum aspecto que néo foi possivel esti-
mar, devendo ser mais bem analisado em testes posteriores, de prefe-
réncia sem renovagio da dgua. Outro fator que pode ter influenciado é

a carga genética dos individuos, que vieram de trés diferentes desovas,
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Figura 10 - Resposta estatistica no comprimento e peso de Rhinella icterica para controle e as concentragdes C1, C2, C3 e C4 no tempo amostral de

48 horas.
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diferente de Rhinella icterica, para a qual todos os individuos utilizados
nos experimentos foram provenientes de uma tnica desova. Rhinella
icterica apresentou LC50 em 48 horas maior do que em 96 horas, con-
firmando toxicidade mais alta em maior tempo de exposi¢ao ao toxi-
cante. Um fator que pode ter influenciado a diferenga de sensibilidade
entre as espécies ¢ a discrepincia em seu tamanho, sendo a maior espé-
cie mais resistente as perturbagdes.

Mann e Bidwell (1999) testaram os valores de LC50 em 48 horas para
diversos formulados com o principio ativo glifosato em girinos australianos,
e os valores para o formulado comercial variaram entre 8,1 e 32,2 mg.L".

Em teste realizado com POEA isolado em Rana clamitans, conside-
rado altamente toxico, de acordo com a ANVISA (2014), por apresen-
tar LC50 superior a 0,2 até 2 mg.L", a LC5024h e a LC5096h foram de
1,1 mg.L"' em ambos os tratamentos (HOWE et al., 2004). Howe et al.
(2004) concluiram que o surfactante POEA isolado foi o mais toxico
e que as formulagoes que o utilizam se apresentaram mais toxicas do

que aquelas que continham outras formulag¢des de glifosato.

Analises morfolégicas e comportamentais

O estagio larval dos girinos parece ser um fator responsavel pela
variagdo da sensibilidade a toxicidade aguda (DAVID et al., 2012;
MANN; BIDWELL, 1999; SEIXAS FILHO et al., 2003). Porém,
outros fatores, como idade, peso, dieta, diferencas no manuseio e
variagOes naturais, sio pardmetros importantes para determinar as
diferencas de sensibilidade entre os animais, porém sdo pequenas
as discrepéncias entre espécies distintas. Adultos e imagos também
foram menos sensiveis as formulagdes de glifosato do que os girinos
(MANN; BIDWELL, 1999).

Brunelli et al. (2009), analisando outros estudos, apresentaram
que a inibi¢do do crescimento larval é um dos mais sensiveis indica-
dores de toxicidade no desenvolvimento. Tanto Physalameus cuvieri,
quanto Rhinella icterica apresentaram, no presente trabalho, diferen-
¢as significativas entre os tratamentos nas varidveis “comprimento” e
“peso’, o que sugere a toxicidade e a influéncia da exposi¢do ao for-

mulado comercial nessas espécies.
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Figura 11 - Resposta estatistica no comprimento e peso de Rhinella icterica para controle e as concentrag¢des Cl1, C2, C3 e C4 no tempo amostral de

96 horas.

Figura 12 - Rhinella icterica considerados fora de padrao em relac¢ao (A) ao corpo e (B) a cavidade oral.
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As analises de malformacdes apresentadas no presente trabalho
estdo de acordo com algumas expostas por outros autores, como defor-
magdes no disco oral, alteragdes no nado, despigmentacdo e cauda
curvada (BRUNELLI et al., 2009; LAJTMANOVICH; SANDOVAL;
PELTZER, 2003). Foi observada alguma alteragdo em relagdo ao
figado, que se mostrou proeminente em Physalaemus cuvieri quando
houve alteragdo intestinal. Entretanto, estudos histoldgicos ndo foram
realizados no presente trabalho e devem ser realizados para concluir
que houve efeito provocado pelo agrotdxico em que os animais esta-
vam submetidos.

Caracteristicas comportamentais sdo grandes indicadores de sen-
sibilidade a substancias tdxicas. David et al. (2012) observaram que
o comportamento e as malformagoes morfologicas sao sinais tipicos
de toxicidade.

Nao foi detectado, no presente estudo, comportamento natatd-
rio dose-dependente, no entanto alteragdes comportamentais foram
detectadas de formas diferentes nas concentragdes, podendo ser pro-

vocadas pela presen¢a do contaminante.

CONCLUSAO

O presente estudo sugere que a aplica¢do de formulado comercial com
principio ativo glifosato contendo em sua formulagido o surfactante
POEA tem o potencial de causar mortalidade significativa em girinos
de Physalaemus cuvieri e Rhinella schneideri. Este mostrou-se menos
sensivel que aquele, porém alteragdes subletais foram detectadas.

No presente estudo, os componentes do formulado comercial nao foram
analisados isoladamente. Sendo assim, ndo é possivel determinar qual com-
ponente ou agao conjunta do composto causou mortalidade nos girinos.

Sugere-se, com o presente trabalho, que o composto em estudo
foi responsavel pelas alteragdes morfoldgicas em peso e comprimento
dos girinos de P. cuvieri e R. schneideri. Propde-se também que, em
elevado tempo de exposi¢ao, ele pode afetar a cavidade oral de girinos
de Physalaemus cuvieri.

Alteragbes comportamentais significativas foram observadas em
Physalaemus cuvieri e Rhinella icterica expostas a C1 e a C2, no entanto,
néo foram observadas relagdes dose-resposta para essas alteragdes, visto

que, nas maiores alteragdes, nao houve efeito significante.
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