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RESUMO

O modelo do agronegécio é fonte de multiplos estressores aos diversos ambientes.
Dentre eles, 0 uso extensivo de agrotdxicos tem promovido a contaminagdo em larga
escala dos diversos compartimentos da biosfera, afetando adversamente uma
variedade de organismos nao-alvo. Os anfibios sdo um dos grupos de vertebrados
mais ameacgados por esta pratica agricola, especialmente devido a atributos
morfofisioldégicas e de histéria de vida. Por passarem um periodo critico do seu
desenvolvimento, como a organogénese e morfogénese, em contado direto com os
estressores do ambiente, os girinos apresentam uma tendéncia em se tornarem
deformados, bem como ter seu crescimento e desenvolvimento alterado. Além disso
0s girinos s&o capazes de alterar tragcos morfoldgicos em resposta as mudangas no
ambiente. Embora essa plasticidade possa ser vantajosa em ambientes
heterogéneos, em casos de estressores novos na historia evolutiva, ela pode se
apresentar como uma resposta ndo adaptativa. Para abordar essas questées, nés
investigamos se o agrotoxico Roundup Original induz diferentes morfologias nos
girinos e se induz ou aumenta a incidéncia de deformacdes nos girinos e por fim, se o
agrotoxico altera as taxas de crescimento e desenvolvimento dos individuos
Physalaemus cuvieri, apds exposicéo cronica (12d) a concentragbes ambientalmente
relevantes (CN: 0,00; T1: 0,28; T2: 2,8; T3: 4,0 mg i.a. LL1). A variacdo na forma € nas
taxas de crescimento foram analisadas utilizando abordagens da Morfometria
Geomeétrica, enquanto as taxas de desenvolvimento e da incidéncia de malformacéo
foram avaliadas em microscépio 6tico. O Roundup foi capaz de alterar a forma dos
individuos de maneira semelhante aquelas induzidas por predadores, possivelmente
uma resposta ndo adaptativa. O Roundup reduziu as taxas de crescimento e
desenvolvimento, aumentou a incidéncia de malformagdes do disco oral e afetou o
padréo de pigmentacao. Tais respostas estao supostamente relacionadas de maneira
geral a mecanismos como a disrup¢ao de eixos neuro-hormonais, estresse oxidativo,
acido retindico e atividade metabdlica, além do balango Ca 2* e do pH. Por fim tais
alteracdes encontradas podem estar relacionadas a uma menor sobrevivéncia e
sucesso reprodutivo. Portanto, as mudangas induzidas pelo Roundup tém potencial

para afetar o valor adaptativo e influenciar a dindmica populacional.



Palavras-chave: Roundup Original. Girinos. Morfometria Geométrica. Malformacgdes.
Desenvolvimento.



ABSTRACT

The agribusiness model is the cause of a variety of environmental stresses. For
example, the extensive, large-scale, use of pesticides, fungicides, herbicides, etc. has
caused the equally large-scale contamination of the environment, often affecting non-
target organisms. Amphibians are often among these non-targeted animals that are
threatened due to their life-histories and physiologies. As a consequence, when
exposed during development, tadpoles often have external and internal deformities
due to the interference in developmental pathways caused by those chemicals.
Additionally, environmental influences on development can have consequences In
variable morphological traits. While developmental plasticity can be advantageous in
variable environments, when exposed to agrotoxins, this plasticity may be detrimental.
We will test this possibility with one of the most commonly used herbicides (Roundup
Original) in an exposure experiment with tadpoles. Specifically, we will compare growth
rates and morphology among tadpoles of the frog Physalaemus cuvieri exposed to a
concentration gradient of the herbicide for 12 days. We reared tadpoles in a control
group (no herbicide) and three concentrations (0.28, 2.8 and 4.0 i.a. L-1) and tested
the effects on morphology and growth rates using methods of geometric morphometry.
The developmental rates and the number of deformities were measured and counted
under a microscope. We found that Roundup induced morphological changes similar
to those induced by predators, that will be detrimental to the continued survival of the
tadpole or frog (a maladaptive response). Growth and development rates were
reduced, while the incidence of deformities (including the oral disc and color patterns)
increased with Roundup concentration. These responses suggest disruption of a
variety of metabolic pathways along with oxidative stress, interference with Ca ** and
pH. Thus, these detrimental effects of Roundup are problems for growth, survival and
reproduction in these frogs, which will negatively effect population dynamics and

persistence.

Keywords: Roundup Original. Tadpoles. Geometric Morfometric. Malformation.

Development.
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1 INTRODUGAO

A qualidade e a persisténcia dos habitats nativos tém se tornado uma questao de
preocupacdo no cenario politico e cientifico mundial, especialmente porque temos
presenciado taxas alarmantes de perda de espécies € areas nativas, em grande parte,
devido a natureza e extensdo da atividade antropogénica contemporanea
(BARNOSKY et al., 2011; STEFFEN et al., 2015). Dentro desse contexto, o modelo
agricola do agronegécio € considerado uma das atividades mais impactantes em
termos ambientais (TILMAN et al, 2001, 2002, SCHIESARI; GRILLITSCH, 2011).
Esse modelo se beneficia de fartos incentivos fiscais e de crédito, privilegiando a
producdo de commodities e a ampliagdo do capital privado em detrimento da
preservagao da natureza, da soberania e seguranga alimentar das populagbdes (e.qg.
BADGLEY et al, 2007, FAO, 2015, ALEXANDRATOS; BRUINSMA, 2015;
CARNEIRO et al., 2015).

A insustentabilidade desse sistema se torna evidente quando consideramos as
externalidades socioambientais decorrentes da sua pratica, que, portanto, ndo entram
nos calculos da contribuicdo econémica desse setor (TILMAN et al., 2001; CARNEIRO
et al, 2015). Dentre os estressores socioambientais podemos citar a supressao,
substituicdo, homogeneizagao e fragmentacao das paisagens naturais, além do alto
consumo de agua, combustiveis fosseis, fertilizantes e agrotoxicos. Dentre as
consequéncias, tais estressores promovem coletivamente a degradacéo do solo, a
contaminacgao e esgotamento dos recursos naturais, além da emissao de gases do
efeito estufa, impactando assim substancialmente o clima da biosfera e o
funcionamento dos ecossistemas (CHAPIN et al., 2000; TILMAN ef al., 2001, 2002;
LAMBIN et al., 2006; SCHIESARI; GRILLITSCH, 2011; HOOPER et al., 2012). Dessa
forma incompativel com a manutencéo da integridade dos diversos ecossistemas -
dos recursos naturais. Além disso € um modelo que aprofunda a desigualdade social
e a marginalizacédo das populagdes do campo, que aumentam a violéncia no campo,
contaminam e colocam em estado de vulnerabilidade a saude das populagdes e sua
seguranca a alimentar. Um modelo desnecessario do ponto de vista ecoldgico,
econdmico e de segurancga e soberania alimentar. Considerando que outros modelos
de produgédo mais harmdnicos com os sistemas naturais séo possiveis, entretanto,

eles ndo sustentam as grandes corporagdes multinacionais da biotecnologia do
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agronegocio e dessa forma ndo ha interesse politico e econdmico para superar esse
paradigma.

Nesse sentido o volume de agrotdxico despejado nas lavouras tem
aumentado expressivamente e assimetricamente com relagdo a area plantada
(CARNEIRO et al, 2015). E nesse sentido, a contaminacdo do ambiente e dos
alimentos por agrotdxico, devido ao seu uso massivo € a sua natureza biocida, tém se
tornado objeto de preocupacéo no ambito da saude publica e coletiva, mundial. O
Brasil ocupa um lugar biogeografico e politico estratégico para estudos com essa
abordagem. E um dos maiores produtores e exportadores de produtos agropecudrios
do mundo (MAPA, 2017) com uma projecao de aumento na ordem de mais de 20%
na area plantada para 2024 (OECD; FAO, 2015). E um dos paises com a maior
concentragéo de terras (IBGE, 2017). N&o surpreendente, desde 2008 é considerado
0 maior consumidor de agrotoxicos do mundo, em valores absolutos, que inclusive
permite utilizar principios ativos proibidos na Unido Europeia, Estados Unidos e outros
paises (CARNEIRO, et al., 2015). Dessa forma, viramos um pais de escoamento de
venenos recusados pelo resto do mundo, e em muitos casos as industrias do veneno,
as quais tem seus agrotoxicos proibidos em seus paises de origem, possuem 0s seus
meios de producao estabelecidas em paises do sul, dentro da geopolitica mundial
(NETTO, 2014). Logo, a fronteira agricola no Brasil avanga convertendo extensos
territorios de habitats nativos em grandes latifundios de monocultivo quimico-
dependente. Estas areas incluem biomas como o Cerrado e Amazdnico, de grande
representatividade da biodiversidade global, que apresenta um alto grau de
endemismos, e de grande importancia para manuteng¢ao do clima e do funcionamento
dos ecossistemas nas diversas escalas — espaco/temporal - (LEWINSOHN; PRADO,
2003; FORZZA et al., 2010; SCHIESARI; GRILLITSCH, 2011). Além disso, os grandes
latifundiarios possuem um forte poder politico, tornando o Brasil permissivo aos
interesses desse setor, influenciando sobremaneira a legislagdo nacional (como
exemplo o codigo florestal, a politica agraria e dos agrotdxicos).

Em alguns casos, estas substancias estdo em concentragdes acima do que a
ciéncia regulatéria afirma ser o limite seguro de exposi¢céo, por exemplo, os residuos
de agrotdxicos nos alimentos (ANVISA, 2013; CARNEIRO et al., 2015). Vale ressaltar
que existem incertezas cientificas no estabelecimento de tais niveis seguros de
exposicdo, uma vez que existem claros limites metodoldgicos e de extrapolagdes de

resultados nos estudos toxicolégicos e de avaliagdo de risco. Isso ocorre, pois
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diversos fatores e mecanismos que ocorrem na natureza n&o podem ser integralmente
reproduzidos e, assim, quantificados nos modelos experimentais € matematicos.
Logo, ndo s&o raros os resultados controversos reportados na literatura (e.g.
WILLIAMS:; et al., 2000;: BENACHOUR: SERALINI, 2008). Nesse sentido, apesar dos
modelos reducionistas serem uteis para isolar os fatores de interesse e dessa forma
ligar os efeitos observados como resultado da acdo direta dos agrotéxicos, eles nao
sao suficientes e devem ser tomados com precaucao na avaliagdo de questbes que
possam colocar em risco a saude humana e da natureza de maneira tao difusa. Dentro
desse contexto de estudos experimentais reducionistas, estudos utilizando outras
abordagens como dados epidemiolégicos e analises correlacionais, tem demonstrado
a nocividade de tais substancias, que muitas vezes sado consideradas seguras
(BENITEZ et al., 2009). Desse modo, o principio da precaucéo deve ser tomado como
critério sine qua non nos processos de registro e liberagdo de uso. Desse modo,
grande parte dos estudos que respaldam e legitimam a liberacéo e utilizacdo destas
substancias, podem estar subestimando o impacto dos agentes quimicos sobre os
sistemas vivos (HOPKINS, 2007; CARNEIRO et al., 2015). Além do mais, os estudos
que avaliam a seguranca dos agrotoxicos, nos processos de registro, sdo de
responsabilidade das empresas desenvolvedoras da tecnologia. Portanto,
evidentemente ha um claro conflito de interesse. Tendo isso em vista, o debate a
respeito dos potenciais efeitos adversos dos agrotoxicos s&do ofuscados pelas
relacdes de poder entre as grandes multinacionais da biotecnologia de um lado e os
governos e cientistas receptivos de outro, transferindo assim o discurso técnico para
esfera politica. E dessa forma assegurando - através de estudos manipulaveis, lobby,
legislagcbes alinhadas - 0os interesses coorporativos das grandes empresas (SMITH,
2009; CARNEIRO et al,, 2015; ABRASCO, 2019).

Outro aspecto importante que deve ser considerado, € que embora os
agrotoxicos tenham o objetivo de atingir apenas um grupo determinado de organismos
de interesse agrondmico (espécies-alvo), eles podem atingir indiscriminadamente
uma série de outros organismos. Isso ocorre devido as suas propriedades
ecotoxicolégicas e porque a sua aplicacdo se da em sistemas abertos que s&o
complexos e heterogéneos, portanto, com potencial para se difundir e acumular pelos
diversos compartimentos da biosfera, transcendendo assim a escala espacial e
temporal em que sdo despejados nas lavouras. Nesse sentido, diversos estudos tém

demonstrado o impacto dos agrotdxicos sobre organismos-n&o alvo, que vao desde
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microrganismos até vertebrados (conforme revisado por KOHLER: TRIEBSKORN,
2013). Tais estudos demonstram efeitos sobre o crescimento, desenvolvimento,
reproducdo, comportamento e sobrevivéncia, através de diferentes mecanismos de
acao, que podem ser transferidos e impactar ndo somente os individuos, mas também
0s niveis superiores da organizagao bioldgica.

Dentre os organismos nao-alvo atingidos pela pratica agricola dominante, os
anfibios sdo um dos taxons de vertebrados mais vulneraveis. Boa parte das suas
espécies — 41% segundo a IUCN (2020) — encontram-se ameacgadas, com uma
estimativa de cerca de 43% das suas populagdes enfrentando declinio, em taxas
consideradas as maiores do mundo (STUART et al. 2004). Tais declinios refletem
obviamente nas altas taxas de extincéo, que podem ser estimadas em cerca de quatro
ordens de grandeza em relagédo as extingdes de fundo, com predi¢cdes de ao menos
6.9% (na ordem de centenas) das espécies se tornarem extintas no proximo século
(ALRQY, 2015). Dentre as multiplas causas discutidas na literatura, o uso de
agrotoxicos tem sido correlacionado ao declinio de algumas populacdes locais de
anuros (RELYEA, 2005b; DAVIDSON, 2004; DAVIDSON et al., 2002). Contudo, ainda
ha grandes lacunas nos estudos ecotoxicolégicos com este grupo, ora por escassez
de estudos, especialmente na Regido Neotropical, ora dada a complexidade dos
mecanismos associados para a avaliagdo dos perigos e do risco associado a
exposicdo das diversas espécies e populagbes in situ. Portanto, estas questdes
tornam dificil estabelecer a relagdo de causa e efeito entre a contaminagdo e os
declinios. Todavia a contaminac¢&o por agentes quimicos tem sido considerada uma
presséo importante as populagdes de anfibios (SCHIESARI et al., 2007).

A vulnerabilidade dos anuros esta, também, especialmente ligada a atributos
morfofisioldgicos e de histéria de vida que os tornam particularmente suscetiveis a
exposicdo e aos efeitos dos agrotdxicos (SCHIESARI; GRILLITSCH, 2011). Como
exemplo, algumas espécies frequentemente persistem em areas agricolas, sobretudo
na estacdo reprodutiva (MANN et al., 2009). Estes organismos, utilizam os corpos
d’agua préximos ou dentro das areas de cultivo para acasalamento e desova, para
iss0, muitas vezes, precisam atravessar a paisagem agricola durante a migracao
sazonal (BRUHL et al., 2011). Consequentemente, ambas as fases do ciclo de vida,
aquatica e terrestre, estdo sujeitas a exposi¢cao por agrotoxicos. Além do mais, a alta

permeabilidade do tegumento e do revestimento dos ovos também representa um
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papel importante na suscetibilidade, favorecendo a entrada de substancias quimicas
por oferecer uma baixa resisténcia a essas trocas (SCHIESARI et al., 2007)

Além disso, devido ao ciclo de vida complexo, com estagios larvais e
metamorfose, o0s anfibios apresentam consideraveis mudancas fisiolégicas,
anatbmicas e histoldgicas durante o desenvolvimento, enquanto estdo expostos
diretamente a uma série de estressores no ambiente. Desse modo, ao longo de
processos criticos da ontogenia, como a organogénese e a morfogénese, existem
amplas oportunidades para interferéncias, tornando os girinos propensos a
deformacgdes (COOKE, 1981). Tal propensé&o pode ser determinada tanto por fatores
genéticos quanto ambientais, mas independente da natureza causal, as mudancas
morfologicas podem afetar a histéria de vida, o comportamento e a sobrevivéncia por
modificar os resultados das interagbes ecolbgicas, de maneira que girinos deformados
apresentam uma alta taxa de mortalidade (COOKE, 1981). Adicionalmente, ha um
padrao estagio-especifico nos tipos de deformacdes, que estéo relacionadas com os
processos de desenvolvimento que ocorrem em determinada fase, portanto, o tipo e
o nivel da toxicidade de um determinado xenobidtico € influenciado pelo estagio de
desenvolvimento no momento da exposicdo (GONZALEZ-DONCEL et al., 2004:
YUAN ef al., 2011; BONNE ef al., 2013). Por fim, os agrotoxicos podem exercer seu
efeito sobre a morfologia interferindo diretamente em vias bioquimicas, ou
indiretamente, aumentando a incidéncia de deformidades comuns devido ao estresse
causado (COOKE, 1981), especialmente pelas vias relacionadas aos processos de
detoxificac@o e reparacdo de danos causados pelos agrotoxicos.

Outro elemento importante, € que os agrotoxicos podem retardar as taxas de
crescimento e desenvolvimento dos girinos (HOWE et al., 2004), reduzindo a aptidao
individual. Isto ocorre tendo em vista que o crescimento reduzido esta associado com
um aumento na susceptibilidade ao dessecamento das pogas, uma menor
sobrevivéncia apds a metamorfose e um menor sucesso reprodutivo (SMITH, 1987;
SEMLITSCH et al., 1988, NEWMAN, 1988, ALTWEGG; REYER, 2003).

Em adi¢ao, os girinos possuem pigmentacdes na forma de melandéforos, ou
seja, células que contém granulos de melaninas pretas ou marrons derivadas da
tirosina e contidas em organelas, ou melanossomos. Essas células, os melanécitos,
tem origem na crista neural, e através de movimentos ameboides se deslocam entre
a derme e epiderme. A presenca, tamanho, forma, densidade de células e o padréo

de distribuicdo ou arranjo s&o tipicas para cada espécie. Tal pigmentacdo tem funcéo
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protetiva sob diversos aspectos, como exemplo a camuflagem ou aposematismos,
assim como a prote¢do do DNA contra raios UV (MCDIARMID; ALTIG, 1999). Hoje é
bem conhecido, e amplamente presente nos livros texto, que 0os componentes do
citoesqueleto como os microtubulos e filamentos de actina sdo de grande importancia
para a divisao celular, arquitetura celular, transporte intracelular, funcdo muscular e
motilidade de flagelos. Nesse sentido, os agentes quimicos como os agrotoxicos tém
potencial para afetar o0s processos celulares, ou seja, a homeostase celular,
prejudicando dessa forma o desenvolvimento e manutencdo desses e outros tipos
celulares.(BENACCHOUR; SERALINE, 2009; HEDBERG; WALLIN, 2010).

Por fim, as larvas dos anfibios apresentam uma alta plasticidade fenotipica,
pois sdo capazes de alterar caracteristicas biolégicas em resposta as condigdes
ambientais, incluindo a presenca do agrotdxico glifosato (LAURILA; KUJASALO,
1999, RELYEA, 2012). A plasticidade fenotipica € uma das respostas evolutivas que
pode permitir aos organismos maximizarem sua aptiddo em ambientes heterogéneos.
De maneira tal que os organismos podem responder adptativamente ou ndo, mudando
sua forma e fisiologia em resposta a pistas ambientais. Entretanto, se o estressor €
novo na historia evolutiva, a maioria das variantes induzidas podem provavelmente
ser casos de plasticidade ndo adaptativa, onde os disturbios do desenvolvimento e ou
dos processos fisioldgicos resultam em fendtipos ambientalmente induzidos com um
reduzido valor adaptativo em relagéo ao fendtipo constitutivo (GHALAMBOR et al.,
2007).

N&o obstante, além do efeito letal (RELYEA, 2005b,c), os efeitos subletais dos
agrotoxicos reportados na literatura sobre os anfibios anuros s&o os mais diversos,
com potencial para afetar a dindmica de uma populacéo, através da reducédo do valor
adaptativo ao longo das sucessivas geracgdes. Pois, eles podem alterar o
desenvolvimento ontogenético, atributos de histéria de vida e do repertorio
comportamental (GURUSHANKARA ef al., 2007; BRUNELLI ef al., 2009; COSTA;
NOMURA, 2016). Podem também agir como disruptores enddcrinos,
imunossupressores e impactar diversos aspectos reprodutivos (HAYES ef al., 2002,
20086, 2010). Sao descritos ainda malformacdes, alteracbes metabdlicas e danos ao
DNA (LAJMANOVICH et al., 2005, 2011; PELTZER et al., 2011). Portanto, tais efeitos
tém potencial para afetar o sucesso reprodutivo e a sobrevivéncias dos individuos
afetados. E, dessa forma, os efeitos dos agrotoxicos sobre 0s anuros séo passiveis

de serem avaliados a partir da observagao das suas respostas comportamentais,
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bioquimicas, fisioldgicas, morfoldégicas e ou de atributos da histéria de vida.
Entretanto, nés conhecemos consideravelmente menos a respeito dos efeitos dos
contaminantes sobre os tracos morfologicos.

O Glifosato € o agrotdxico mais utilizado no Brasil e no mundo, e certamente
O mais controverso com relacdo as suas propriedades toxicologicas e
ecotoxicoldgicas. O volume de glifosato aplicado em campo tem aumentado
expressivamente e assimetricamente em relacéo a area plantada nos ultimos anos,
principalmente apos o desenvolvimento de cultivos transgénicos resistentes a este
herbicida. Até o momento, os dados ndo demonstraram haver uma correlagdo
estatistica positiva entre do uso desse herbicida e 0 aumento da produtividade
agricola, pelo contrario, em um periodo de 12 anos o uso do glifosato por hectare
aumentou 124% enquanto a produtividade cresceu 9.5% (BENBROOK, 2012,
ABRASCO, 2019). Por outro lado, existem correlagbes positivas significativas em
estudos epidemiologicos de casos de malformagdo e abortos com as areas de
aplicagéo do glifosato (AVILA-VAZQUEZ, et al. 2018; AIASSA et al., 2019).

Surpreendentemente existem mais de 750 formulagbes comerciais —
empregadas tanto em areas agricolas e florestais, quanto em areas urbanas e
residenciais — dentre as quais 0 mais consumido é o0 Roundup®- Monsanto
desenvolvido originalmente em 1970 (GUYTON et al., 2015). Portanto, seu uso é
amplamente difundido e como consequéncia ja foram registrados residuos de glifosato
em amostras do ar, da agua da chuva e do abastecimento publico, nos alimentos, no
sangue, urina e leite humano, em varias regiées do mundo, incluindo o Brasil (RUBIO
et al., 2014; GUYTON et al., 2015, CARNEIRO et al., 2015). Embora os resultados
reportados na literatura cientifica independente e aqueles desenvolvidos pela ciéncia
regulatéria (oficial) sejam muitas vezes controversos (e.g. GASNIER et al.,, 2009;
MESNAGE et al., 2016; EFSA, 2015; U.S. EPA, 2016) crescem as evidéncias dos
efeitos adversos desta substancia sobre a saude humana e de muitos outros
organismos (e.g. HOWE et al., 2004 , BENACHOUR et al., 2007; BENACHOUR E
SERALINE, 2009; DALLEGRAVE et al., 2007; HOKANSON et al., 2007). Com base
nessas evidéncias, em revisdo publicada a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre
o Cancer (IARC), 6rgéo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), reclassificou o
glifosato como “provavel carcinogeno em humanos”. No Brasil, o Glifosato
permaneceu por mais de dez anos em reavaliacdo, agora como conclusdo a Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) apresenta um parecer favoravel a
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manuten¢ao do produto no mercado brasileiro (ANVISA, 2019). E assim, a ANVISA
declara indiretamente a seguranca do glifosato e formulados na medida em que, ao
invés do seu banimento, como sugerido por técnicos, cientistas e sociedade civil
organizada de varios paises, a ANVISA determinou pelo ndo banimento. O parecer
inclui dentro do seu escopo algumas restricdes e orientagdes, mas que nao excluem,
tampouco mitigam os efeitos deletérios, 0s riscos e perigos desse agrotoxico para a
saude humana e da natureza, como ja demonstrado em uma multiplicidade de
estudos. Embora alguns destes efeitos tdxicos ndo sejam devidos exclusivamente ao
glifosato por si, na realidade seu uso n&o se da de maneira isolada, e dessa forma ha
interacbes com as demais substancias contidas nos produtos formulados que podem
alterar sua toxicidade, geralmente tornando-os mais toxicos (MESNAGE et al., 2015,
2014, 2019; RICHARD et al., 2005). Os formulados, os quais contém por exemplo
surfactantes, que frequentemente também possuem sua propria toxicidade em
relacdo ao principio ativo isolado (TSUI; CHU, 2003), sdo necessarios para a
efetividade do glifosato, ou seja, sua eficacia € reduzida expressivamente com relacéo
a absorcéo do glifosato pelas plantas (GASKIN; HOLLOWAY, 1992). Desse modo os
estudos que avaliam exclusivamente o glifosato n&o garantem sua seguranga, como
realizado muitas vezes pelas agéncias reguladoras (BENACHOUR; SERALINE, 2009;
TSUI, CHU, 2003; BRAUSCH; SMITH, 2007). Da mesma maneira, os efeitos do
glifosato e de suas formulagcbes sobre as espécies de anfibios tém sido objeto de
debate devido a conclusdes inconsistentes [e.g. como discutido por THOMPSON et
al.(2006) e RELYEA (2006)]. Desse modo, em termos de respostas inconsistentes,
embora estudos em laboratério e messocosmos, em grande parte, demonstram
efeitos deletérios para uma variedade de marcadores, sobre as larvas de anuros
(RELYEA, 2011), em concentragdes ecologicamente relevantes, - encontradas no
ambiente e até mesmo consideradas seguras para o consumo humano (LANCTOT et
al., 2014; WILLIAMS; SEMLITSCH, 2010 ;CHEN et al. 2004; EDGINTON et al. 2004).
Por outro lado, ndo existem evidéncias de estudos experimentais em campo que
demonstrem efeitos significativos na sobrevivéncia dos girinos (para formulacbes
Vision, VisionMAX e Roundup WeatherMax) (EDGE et al., 2014, EDGE et al., 2012;
LANCTOT et al., 2013; THOMPSON et al., 2004; WOJTASZEK et al., 2004). Estas
incongruéncias, em parte, demonstram a dificuldade de se avaliar os impactos destas
substancias sobre os organismos, dada a complexidade e heterogeneidade espaco-

temporal das condi¢des bidticas e abibticas dos sistemas naturais, que podem tanto
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alterar as propriedades e disponibilidade das moléculas quanto a suscetibilidade dos
organismos expostos, (e.g. CHEN ef al., 2004; JONES et al., 2010; GANDI; CECALA,
2016).

Portanto, dada a escassez de estudos e incertezas dos impactos destes
pacotes tecnoldgicos sobre a biota nativa, torna-se necessario ampliar nossos
conhecimentos sobre os efeitos adversos destas substancias, fortalecendo assim,
através do subsidio de evidéncias, os debates e decisdes em torno da liberacéo de
uso destas substancias, procurando assim garantir a preservagdo das populacdes
bem como dos ambientes aos quais estdo associados. Assim, para abordar essa
questéo nos pretendemos determinar o efeito do agrotoxico Roundup Original sobre
a forma, atributos da histéria de vida (desenvolvimento e crescimento) e incidéncia de
malformagdes de girinos de Physalaemus cuvieri, ap0s exposicdo crbnica a

concentracdes ambientalmente relevantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar o efeito do agrotoxico Roundup Original sobre as variagbes
morfologicas (forma e malformacdes) e de atributos da historia de vida de girinos de
Physalaemus cuvieri, ap0s exposi¢cado crénica a concentragbes ambientalmente

relevantes.

2.2 ESPECIFICOS

1) Determinar o efeito do Roundup sobre a forma dos girinos;

2) Determinar o efeito do Roundup nas trajetérias alométricas;

3) Determinar o efeito do Roundup sobre as taxas de crescimento e
desenvolvimento dos individuos;

4) Determinar o efeito do Roundup na incidéncia de malformacdes;

5) Determinar o efeito do Roundup sobre a pigmentacéo.



26

3 MATERIAL E METODOS

3.1 AGROTOXICO TESTE

O agrotoxico utilizado neste estudo foi o Roundup ® Original (MONSANTO)
contendo como ingrediente ativo 480 g L ' de glifosato (N-(fosfonometil) glicina), um
acido fraco, na forma de sal de isopropilamina de glifosato (360 g-Lequivalente acido)
e 684 g L' de ingredientes supostamente inertes, segundo as empresas
desenvolvedoras da tecnologia, no caso POEA (polioxietilenoamina). Mas em muitos

casos sao segredos industriais.

3.2 ORGANISMO TESTE

Physalaemus cuvieri (FITZINGER, 1826) é uma espécie de anfibio Anura
pertencente a familia Leptodactylidae, popularmente conhecida como ra-cachorro.
Encontra-se amplamente distribuida na América do Sul, presente em quase todo
territorio brasileiro, por¢cao oriental do territério paraguaio e nas regides de Missiones
e Entre Rios na Argentina (MIJARES ef al., 2010). E uma espécie abundante, com
populagbes consideradas grandes e estaveis (MIJARES et al., 2010; FROST, 2016).
Portanto, n&o € uma espécie considerada ameacgada pela IUCN (2017). Mas, é
considerada localmente ameacgada na Argentina pela destruicdo e contaminacéo do

habitat do Chaco especialmente pelo agronegécio (MIJARES et al., 2010).

Os corpos d’agua utilizados para reproducéo e desenvolvimento, podem estar
associados a areas agricolas e, portanto, os girinos expostos a contaminagdo mais
severa por agrotoxicos (MOURA, M. O. obs. pes.). Estudos ecotoxicoldégicos com P.
cuvieri tem demonstrado sua capacidade em responder a presenga de agrotdxicos
alterando parametros da histéria de vida, morfoldgicos e bioquimicos (MOUTINHO,
2013; COSTA; NOMURA, 2016).
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3.3 COLETA E MANUTENCAO

Foram coletadas 6 desovas em um corpo d’agua léntico, na localidade de
Mandassaia no municipio de Campina Grande do Sul, do Estado do Parana, Brasil.
Para o transporte, as desovas foram acondicionas em sacos plasticos com um pouco
de agua do local. Em laboratério as desovas foram mantidas, individualizadas, em
aquarios de vidro com capacidade para 20L contendo 5L de agua filtrada cada. Um
pouco da agua do local de coleta foi adicionado aos aquarios. As larvas foram
mantidas nessas condi¢cbes até atingirem o estagio 25 de desenvolvimento segundo
Gosner (1960). Apos, os girinos foram transferidos e misturados entre as desovas, em
aquarios de vidro de 50L, contendo 30L cada, com o intuito de aumentar a area por
individuo, reduzindo desta maneira possiveis efeitos da densidade sobre o
crescimento e desenvolvimento das larvas, além de aumentar a variabilidade
genética, tornando a avaliacdo da sensibilidade mais representativa em termos
populacionais. Cerca de dois tercos da agua, dos tanques de criagdo, foram
renovados a cada dois dias visando manter estaveis os parametros fisico-quimicos.
Os girinos foram entdo mantidos sob aeracdo constante, fotoperiodo sincronizado ao
do periodo de coleta — 14h claro/10h escuro — e alimentados a cada 24h ad libitum,
com uma mistura triturada de racao comercial para coelho e peixe na propor¢éo 3:1

respectivamente.

A permissao de coleta, transporte e manutencéo foi concedida pelo Instituto
Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio/IBAMA), Autorizacdo
7745-1. O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no uso Animal (CEUA) do
Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana sob protocolo
23075.128058/2016-4.

3.4 BIOENSAIO

O experimento foi conduzido em laboratorio com fotoperiodo de 14/10h claro
e escuro, respectivamente. Utilizamos como unidades experimentais aquarios de vidro
com capacidade de 20L, contendo 7,5L de agua filtrada e aeracdo constante. As
larvas permaneceram, sob as condi¢cées acima citadas, por 22 dias, visando obter

girinos de tamanho satisfatério para as analises, uma vez que se tratam de espécimes
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de pequeno porte (tamanho dos individuos apés o fim da experimentacdo ~2mm), e
por isso de dificil observagao dos atributos avaliados neste estudo. Dessa maneira
obtendo individuos maiores torna-se mais robusta a observacéo e interpretacdes dos
resultados. Apds esse periodo os individuos foram coletados dos aquarios de criagédo
e distribuidas nos aquarios experimentais aleatoriamente e aclimatadas por um

periodo de 24h, antes do inicio da exposicao.

Para tornar a preparacao das concentracdes teste mais acuradas, foram feitas
solucdes estoque, no mesmo dia das exposicdes, por diluicdo do produto formulado a

20 g L"(i.a) em agua destilada.

Ao término do experimento os individuos sobreviventes foram removidos dos
aquarios e imediatamente eutanasiados em solugdo de benzocaina 300 mg-Le

fixados e armazenados em Formol 10% para analises posteriores.

3.5 EXPOSICAO CRONICA

O experimento cronico foi realizado com o intuito de avaliar efeitos que
possam aparecer ao longo do desenvolvimento (malformacéo, alteracdes da forma,
crescimento e desenvolvimento), que em muitos casos n&o s&o passiveis de serem
observadas em ensaios agudos. Neste experimento foram utilizadas 18 larvas por
unidade amostral, 3 grupos tratamentos, contendo cada qual as respectivas
concentracgdes de glifosato, 0.28mg.L'", T2 =2.8mg.L" e T 3= 4mg.L:", mais um grupo
controle negativo (CN). Os grupos tratamentos e o grupo controle foram replicados 5
vezes cada, totalizando 20 unidades experimentais. O experimento foi conduzido ao
longo de 12 dias em sistema semi-estatico, com renovagdes de 2/3 da agua e do
contaminante, a cada 96h e o recurso alimentar fornecido para os girinos a cada dois
dias. As concentracdes utilizadas partiram da concentracao de glifosato estabelecida
para aguas doces de classe Il no Brasil, 0,28 mg a.i. l:', segundo a resolugdo 357 do
CONAMA (2005). As demais concentragdes utilizadas foram estabelecidas a partir
dos resultados obtidos para a CL50 no ensaio agudo (manuscrito em preparacéo),
com o proposito de reduzir a mortalidade, permitindo assim capturar um potencial
efeito do Roundup sobre os atributos investigados. Os aquarios foram revisados a

cada 24h e os individuos mortos retirados. A mensuracdo dos parametros fisico-
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quimicos (Ph, OD, temperatura e aménia) foi realizada no inicio, antes da segunda

renovacao e ao final (Tabela 1).

TABELA 1: PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA AO LONGO DO BIOENSAIO COM
GIRINOS DE PHYSALAEMUS CUVIERI EXPOSOTOS AO ROUNDUP.

pH Oxigénio Temperatura NH3
mg L oC mg L
E 7.13 6.75 23.96 0.004
SD 0.03 0.16 0.56 0.006
cv 0.48 2.36 2.33 i

E — Média;
SD — Desvio padréao;
cv — Coeficiente de variacéo

3.6 AQUISICAO DE DADOS MORFOMETRICOS

Como marcador morfolégico foi utilizado o corpo inteiro do girino em vista
lateral (esquerda). A escolha deste marcador foi motivada pelo conhecimento
estabelecido na literatura cientifica com relagdo a capacidade dos girinos em alterar a
sua morfologia externa (plasticidade fenotipica) em resposta a agentes estressores,
incluindo agrotoxicos (RELYEA, 2012; KATZENBERGER et al, 2014, COSTA;,
NOMURA, 2016).

Um total de 64 individuos foram gentilmente posicionados em uma cubeta,
confeccionada de polimetacrilato de metila, contendo agua destilada, a fim de evitar a
desidratacédo e consequente deformacéo dos individuos durante o procedimento. Para
captura das imagens foi utilizado uma camera digital Canon EOS Rebel T6i equipada
com lente macro de 105mm F2.8 Sigma.

A morfologia dos girinos foi caracterizada através da selecdo de 14 marcos
anatomicos (Tabela 02 e Figura 01) (Adaptados de VAN BUSKIRK, 2009;
KATZENBERGER et al., 2014). Aplicamos também o método de semi-landmarks para
aumentar a acuracia da descricdo da cauda dos girinos, consistindo em 4 curvas com
50 pontos equidistantes cada, cobrindo as regides dorsal e ventral da nadadeira e
musculatura. Nessa abordagem (GMM) a morfologia € representada por uma

configuragdo de pontos em um sistema de coordenadas cartesiano. Onde, portanto,
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cada marco anatémico corresponde a uma coordenada (x, y). Para isso foi utilizado o
programa TPSDig (ROHLF, 2010).

TABELA 2: DESCRINQAO DOS MARCOS ANATOMICOS SELECIONADOS PARA
AVALIAR A VARIACAO NA FORMA DOS GIRINOS DE P. cuvieri EXPOSTOS AO

ROUNDUP.

1D Descricio dos Marcos Anatdmicos
1 Centro da pupila

2 Margem anterior da cabeca a 90° do centro da pupila

3 Extremidade do focinho (ponto extremo)
1 Centro da boca

5 Margem anteroventral do intestino
6 Jungdo da nadadeira ventral ao corpo
7 Intersecgdo da margem ventral da musculatura caudal e do corpo
8 Interseceio do eixo dos miomeros da cuuda com u purede postenor do corpo
9 Interseccéio da margem dorsal da musculatura caudal e do corpo

10 Margem superior da cabeca a 90° do centro da pupila

11 Margem inferior da abertura do sifdo

—
(]

Extremidade posterior da nadadeira
13 Jung¢do da nadadeira dorsal com o corpo

14 Extremidade posterior da musculatura da cauda

IXo Y
002 <001 000 001 002
1

0.10 005 0.00 005 010 015 0.20.
Eixo x

FIGURA 1: Representacdo esquematica da posicdo dos marcos anatdmicos (circulos vermelhos) e
semi-landmarks (circulos verdes) nos girinos de Physalaemus cuvieri. A descricdo anatdémica foi
determinada conforme segue: PC=Polo Cefalico; PA= Polo Abdominal; Pa = Proximal anterior; Pp =
proximal posterior; Dm=Distal anterior; Dt=Distal-terminal. Os eixos s&o o resultado da padronizacdo
dos individuos no GPA.

3.7 AVALIACAO MORFOMETRICA

Nés utilizamos métodos da morfometria geométrica para descrever a variagcao

na forma dos girinos de P. cuvieri. A forma pode ser definida como “todas as
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propriedades de uma configuragdo de pontos que ndo se alteram por efeitos de
tamanho, posicéo e orientacdo” (BOOKSTEIN, 1989 apud MONTEIRO; REIS 1999, p.
2). Deste modo, para se comparar exclusivamente a forma € necessario retirar tais
efeitos indesejaveis, através da padronizacdo destas variaveis. Para realizar estes
procedimentos nos utilizamos a Analise Generalizada de Procrustes (GPA). Nesta
abordagem, as configuragbes de marcos de cada girin0 sdo superpostas pelo
centroide a uma configuracdo de referéncia (configuracdo média), de forma que a
soma dos quadrados das distancias entre pontos correspondentes nas duas
configuragdes (alvo e referéncia) seja a menor possivel (MONTEIRO; REIS, 1999).
Para isso, as configuragcdes de marcos iniciais dos girinos s&o transformadas por
translacdo, de maneira que o0s centroides de cada configuragcdo se tornem
superpostos, o que retira o efeito da posigdo. Posteriormente, o efeito do tamanho é
retirado por proporcionalizacio, que é realizada igualando o tamanho do centroide de
todas as configuragdes a um (1). Por fim, as configuracdes sao rotacionadas de modo
a minimizar a soma dos quadrados das distancias entre pontos correspondentes,
retirando assim o efeito da orientagdo. Portanto, as configuragdes resultantes dessa
transformacao dizem respeito somente a forma dos girinos (MONTEIRO; REIS, 1999).
As coordenadas de forma resultantes do GPA foram utilizadas como descritores da
forma nas analises que seguem.

Outra variavel de forma obtida pela GPA é o tamanho do centroide. No
contexto da morfometria geométrica, o tamanho geral de uma estrutura é estimado
pelo tamanho do centroide, que é caracterizado como o0 ponto médio ou centro de
massa de uma configuracao de marcos. O tamanho do centroide é obtido calculando
a raiz quadrada da soma das distancias quadradas de um grupo de pontos até o seu
centroide (MONTEIRO; REIS, 1999).

A descricdo e subsequente interpretacao dos resultados desta investigacéo
dependem essencialmente da visualizacéo das alteragcdes morfoldgicas de superficie
da espécie modelo, contudo, a literatura ndo apresenta uma analise da anatomia de
superficie que permita uma padronizacdo suficientemente objetiva, sendo assim
sugerimos, agora, uma nomenclatura que nos remeta com a preciséo requerida para
esta metodologia. As mudancgas na forma foram entdo descritas de acordo com a
seguinte determinagéo anatémica: O corpo foi dividido em polo cefélico e abdominal

entendendo como cefalico a regido localizada a margem anterior do intestino; A cauda
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onde ocorrem modificagdes criticas para a analise de nossos resultados sugerimos
que seja dividida em 2 grandes segmentos de igual tamanho, proximal (P) e distal (D),
entendendo como proximal o vizinho ao polo abdominal, e cada segmento é
novamente subdividido da seguinte forma; proximal anterior (Pa) e posterior (Pp) e
distal anterior (Da) e distal terminal (Dt) (FIGURA 1).

3.8 MORFOLOGIA E DETERMINAGCAO FENOTIPICA

Para o estudo de malformacdes um total de 80 girinos foram posicionados em
placa de petri contendo agua destilada, a fim de evitar a desidratagdo e consequente
deformagdo dos individuos durante o procedimento, e analisados sob
estereomicroscépio binocular. Gel de ultrassom foi utilizado, devido as suas
propriedades fisicas (Opticas e mecanicas), com o objetivo de apoiar os individuos e
manté-los em posicdo estatica dentro da placa de petri. Para a caracterizagdo e
avaliacdo da morfologia do disco oral (Figura 2), foi tomado como referéncia a
descri¢cdo do padréo morfologico do disco oral dos girinos da ra-cachorro (P. cuvier),
bem como padrdes previamente descritos, envolvendo inducdo de fendtipos
malformados por xenobiéticos (e.g. HOPKINS et al., 2000; GONZALEZ-DONCEL et
al., 2004; YUAN et al., 2011; BONNE et al., 2013; DEVI et al., 2016).
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FIGURA 2 : Representacdo esquematica do disco oral (DO) de um girino hipotético demonstrando as
possiveis condicbes emarginada (lado direito) e ndo emarginado (lado esquerdo). Abreviacéo para a
terminologia descritiva: LA = labio anterior (superior); A-1 e A-2= primeira e segunda fileiras de
denticulos anteriores; A-2 GAP = interrup¢do medial da segunda fileira de denticulos anterior; MS =
revestimento da maxila; B = boca; Ml= revestimento da mandibula; LP = labio posterior (inferior); P-1,
P-2 e P-3 = primeira, segunda e terceira linha de denticulos. Adaptado de Devi ef al., 2016.

O desenvolvimento dos girinos foi determinado de acordo com Gosner (1960).
Nesse esquema, sdo atribuidos 46 estagios ao desenvolvimento dos anura [Estagios
de Gosner (Gs)], que compreendem o desenvolvimento a partir do ovo fertilizado (1G)

até a completa metamorfose dos individuos (46 G).

3.9 AVALIACAO DOS MELANOFOROS

Os melanéforos sdo um atributo importante para ecologia de muitos girinos,
como, por exemplo, a camuflagem e o aposematismo. Para a analise os individuos
foram lateralmente fotografados e avaliamos a cobertura de células e as expansoes
dendriticas celulares na base da cauda. As andlises foram feitas considerando
padrdo dos melandcitos dos individuos do controle negativo e a partir disso

categorizamos os individuos como alterac&o presente ou ausente.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

A visualizacdo da variagao na forma no espaco tangente ao espaco de forma
foi realizada via analise das variaveis candnicas (CVA) com a projegado das
coordenadas de forma sobre os escores dos eixos canénicos (ZELDITCH et al. 2012).
A acurdcia da discriminaga@o dos grupos descrita pelos eixos da CVA foi realizada
através da analise discriminante por validacdo cruzada, que particiona o espaco
multivariado em regides pré-definidas (tratamentos) e testa a alocacéo dos individuos
a esses grupos conhecidos a priori utilizando a fung&o canénica resultante da CVA. A
visualizagcao da variacdo da forma entre os espécimes associados aos quadrantes
positivos € negativos em cada eixo sera feita através do método de deformacdes em
placas finas (TPS) (ZELDITCH et al. 2012). Essa fungéo produz uma imagem (grids
de deformacao, vetores ou outlines) das deformagdes necessarias para transformar a

espécie referéncia (configuragdo meédia) na espécie alvo (extremos dos CVs),
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facilitando assim a interpretacdo dos padrdes bioldgicos da variagcdo na forma
expressa pelas coordenadas de forma (Monteiro; Reis, 1999).

As diferencas na forma e de alometria entre os tratamentos foram testadas
através de uma Analise de Covariancia Multivariada (MANCOVA). Para analisar a
variacdo no tamanho do centroide entre os tratamentos foi realizado uma Analise de
Variancia (ANOVA). As analises foram feias usando um procedimento de permutacéo
baseado na aleatorizagéo dos residuos (COLLYER; ADANS, 2018) para determinar a
probabilidade da hipbtese nula e o tamanho do efeito das variaveis preditoras (variavel
Z). Foi usando um numero de permuta¢des igual a 1000, a soma dos quadrados
minimos ordinarios (OLS) como método de estimacgéo dos parametros do modelo e a
soma dos produtos cruzados do tipo | como forma de particiona a variancia
(COLLYER; ADANS, 2018).

Para testar se 0 desenvolvimento e a incidéncia de malformagao variam em
funcdo dos tratamentos, foram ajustados modelos lineares generalizados (GLM),
assumindo uma distribuicdo quasipoisson e funcéo de ligacdo log para a analise do
desenvolvimento e, uma distribuicdo binomial com funcdo de ligacao logit para a
analise das malformacdes. Os testes a posteriori foram feitos com a comparagéo dos
contrastes a posteriori estimados pelo método da média dos minimos quadrados
(médias marginais). Todas as analises foram realizadas em ambiente R vers&o 3.2.1
(R CORE TEAM, 2016), considerando alfa = 0,05 como critério para significancia e

intervalo de confianga de 95%.

4 RESULTADOS

4.1 CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO

Um total de 80 girinos foram analisados (20 por grupos experimental), sobre
os quais o Roundup foi capaz de afetar igualmente as taxas de desenvolvimento
(F3,76=6.84, p<0,01, FIGURA 3) e crescimento (F360=8.54, P = 0.001, FIGURAS 4 e 5)
. Os individuos do grupo controle, ao final do experimento, atingiram em média o
estagio 31 de Gosner, com um tamanho médio de 17.72 +1.90mm, enquanto os
girinos tratados com Roundup tiveram o tempo de desenvolvimento mais lento
(FIGURA 3) e o crescimento reduzido (FIGURAS 4 E 5). Os primeiros sinais de efeito

do tratamento com Roundup apareceram a partir da segunda concentragdo, com
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individuos no estagio 29 e tamanho de 15.59 + 2.24mm para 2,8 mg L(hipbtese linear

com o controle p<0,05) e estagio 28 e tamanho 14.69 + 2.29mm para 4 mg'thipotese

linear com o controle p<0,001). Ja, quando avaliamos o tamanho, através do método

de procrustes, ou seja, por meio do centroide, as diferencas entre os tratamentos se

tornam um pouco diferentes, mas de igual forma com os primeiros sinais de efeito do

Roundup ocorrendo a partir da segunda concentragéo (FIGURAS 4 E 5)

32-

31-

30~

28-

Estagio de Desenvolvimento (Gosner)

27 -

a

Controle

ab

0,28

bc

2,8

Roundup (mg/L de glifosato)

4,00

FIGURA 3: Estagio de desenvolvimento dos individuos de Physalaemus cuvieri apés 12 dias de ensaio
em sistema de renovacao semi-estatico. Os resultados estdo expressos em média (ponto) e intervalo
de confianca (barras) de 95%. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos
experimentais (p<0,05).
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FIGURA 4: Tamanho total do corpo dos individuos de Physalaemus cuvieri apés 12 dias de ensaio em
sistema de renovacdo semi-estatico. Os resultados estdo expressos em média (ponto) e intervalo de
confianca (barras) de 95%. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos

experimentais (p<0,05).
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FIGURA 5: Tamanho do centroide dos individuos de Physalaemus cuvieri apés 12 dias de ensaio em
sistema de renovacdo semi-estatico. Os resultados estdo expressos em média (ponto) e intervalo de
confianca (barras) de 95%. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos

experimentais (p<0,05).
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4.2 MALFORMACOES E PIGMENTACAO

Dentre as alteragdes morfoldgicas descritas na literatura, nés observamos
malformagao no aparato bucal e no desenvolvimento dos melanéforos em todos os
grupos experimentais.

Os girinos apresentaram um aumento na incidéncia de deformidades no disco
oral, como por exemplo dequeratinizacido, fusdo de labios, auséncia de labios,
auséncia de denticulos e papilas. Tais respostas foram expressas de maneira
concentracdo-dependente, apds exposicdo ao Roundup (Fs7e = 3,02, p=0,03)
(FIGURAS 6 e 7). Entretanto, apenas a terceira concentragéo testada exibiu valores

significativos em relagéo ao controle (hipétese linear p=0.032) (FIGURA 6 ).
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FIGURA 6. Probabilidade de ocorréncia (log odds ratio) de malformacdo labial nos individuos de
Physalaemus cuvieri apés 12 dias de ensaio em sistema de renovacdo semi-estatico. Os resultados
estdo expressos em média (ponto) e intervalo de confianca (barras) de 95%. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os grupos experimentais (p<0,05).
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FIGURA 7: Disco oral dos individuos de Physalaemus cuvieri. A esquerda (a), imagem extraida e
adaptada de Gongalves, S. D. (2014), representando a estrutura padrdo do aparato bucal, de
Physalaemus cuvieri. As imagens b ,c ,d, e demonstram deformidades encontradas nos individuos
tratados com Roundup em sistema de exposi¢ao crénico e semi-estético.

Foram notadas diferengas na pigmentagéo da pele dos girinos tratados
com Roundup (F376=5,64, p=0.0015). Estas diferencas estdo relacionadas ao
tamanho e desenvolvimento dos processos dendriticos dos melanoforos (FIGURAS 8
e 9). Embora T2 apresente uma reducdo expressiva, os melandforos apenas
significativamente decresceram com a exposicdo ao terceiro tratamento (hipbtese
linear com o controle p=0.024, FIGURA 8).
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FIGURA 8: Probabilidade de ocorréncia (log odds ratio) de malformacdo nos melanéforos dos
individuos de Physalaemus cuvieri ap6s 12 dias de ensaio em sistema de renovacdo semi-estatico. Os
resultados estdo expressos em média (ponto) e intervalo de confianca (barras) de 95%. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais (p<0,05).

FIGURA 9: Imagens dos melanéforos, da regido proximal-anterior da cauda, evidenciados. As imagens
a e b representam os estados encontrados em maior frequéncia nos tratamentos CN e T1, ou seja,
indicam a estrutura padrdo dos melanécitos sob as mesmas condi¢bes. Ja as imagens c, d, e
representam a estrutura de melanécitos encontradas em maior frequéncia em T2 e T3, onde as células
perdem ou reduzem suas extensdes dendriticas.
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4.3 AVALIACAO MORFOMETRICA

Roundup foi capaz de induzir mudan¢as morfoldgicas significativas (F 363 =
1.74, P=0.04, TABELA 3 ) nos girinos. Da variacdo na forma observada, 5% ¢
explicada pelo tamanho dos girinos (F 163 = 3.44, P=0.008, TABELA 3), sendo essa
alometria constante entre os tratamentos (F 363 = 0.69, P=0.73, TABELA 3). Ou seja,
ha uma homogeneidade nas trajetérias alométricas entre os tratamentos, angulo e
direc&o n&o diferem mais do que o esperado ao acaso. Como o efeito do tamanho na
forma foi independente do efeito do tratamento na forma, a variacdo de forma

encontrada é devido ao Roundup.

TABELA 3: ANALISE DE COVARIANCIA MULTIVARIADA (MANCOVA) DOS
GIRINOS DE Physalaemus cuvieri (Fitz.) expostos ao Roundup.

Df 55 MS Rsq F Z Pr(>SS)
CS 1 0.01 0.01 0.05 3.44 2.32 0.008**
Trat 3 0.01 0.00 0.08 1.74 1.72 0.042*

CS:Trat 3 0.00 0.00 0.03 0.69 -0.68 0.768
Residuals 56 0.10 0.00 0.84
Total 63 0.12

Df — Graus de liberdade

SS — Soma dos quadrados

SM — Soma do Quadrados médios
Rsqg — R quadrado

F — Estatistica F

Z — Estatistica Z

Pr—Valorde P

CS — Tamanho do centroide

Trat — Tratamentos experimentais
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FIGURA 9: Posicao dos individuos de Physalaemus cuvieri no espaco de forma construido pelas duas
variaveis candnicas e a contribuicdo de cada eixo (entre parénteses) para a variacbes total. As
deformacdes referem-se aos individuos com escores mais extremos nos eixos. Os individuos estédo

discriminados aos grupos controle (cn), tratamento 1 (t1 - 0,28 mg i.a. L"), tratamento 2 (t2- 2,8 mg i.a.
L") e tratamento 3 (t3- 4,0 mgi.a.L").

A analise de variaveis candnicas (CVA) (FIGURA 9 e 10) resultou em 3 eixos
de variacdo, sendo que as duas primeiras variaveis candnicas explicam 86.1% da
variacéo na forma. De maneira geral o padrao de variagao ao longo dos 2 primeiros
CVs refere-se a mudangas na altura, comprimento e formato da cauda e do corpo. As
descricbes comparando os tratamentos sdo baseadas no centroide do poligono da
distribuicdo dos individuos de cada tratamento ao longo dos eixos. A variagdo na
forma, que discrimina 0s grupos, teve grande suporte através da analise discriminante,
na qual obteve-se uma acuracia geral de alocagdo dos individuos nos grupos de
95.31% (TABELA 4). indicando que a variacao na forma induzida por Roundup

formam grupos robustos e expressivamente discriminaveis.
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TABELA 4: Resultado da analise discriminante, demonstrando o percentual de alocacédo dos
individuos de P. cuvieri nos diferentes grupos experimentais a partir dos eixos das varidveis
candnicas.

CN T1 T2 13
CN 93.75 0.00 0.00 6.25
T 0.00 93.76 6.25 0.00
T2 0.00 0.00 93.75 6.25
T3 0.00 0.00 0.00 100.00

Acuracia geral da classificagao: 95.31 %
Estatistica Kappa: 0.94

Na primeira CV ha uma clara separagéo dos grupos controle e T1 de T2 e T3.
Os tratamentos CN e T1 est&o localizados no quadrante positivo do primeiro eixo,
enquanto T3 e T2 orientados mais a dire¢cdo negativa do eixo. Na segunda CV ha uma
separacao dos girinos do tratamento T1 (quadrante positivo) com os girinos dos

demais tratamentos (quadrante negativo).

Variavel canbnica 1- eixo positivo

Os girinos do grupo controle ocupam o espectro positivo do eixo, que
descreve mudancas em relagdo aforma média ou referéncia, relacionadas a uma
cauda ligeiramente mais comprida, com 0s marcos na regiao distal terminal se
deslocando mais a diregdo posterior no sentido ventro-dorsal, tornando essa regiéo
mais deprimida ou prostrada. A ponta da cauda se torna ligeiramente mais afilada.
Como um todo a cauda pode ser considerada mais retilinea, tomando-se como
referencial os marcos 8 e 12 . Na regiao distal terminal, os marcos da nadadeira ventral

e dorsal movimentam-se na direcéo pdstero-ventral.

A insercao da nadadeira dorsal na regiao proximal anterior se desloca mais
anteriormente no corpo dos individuos. Possui um ligeiro aumento na altura na regiao
proximal anterior, onde posteriormente os marcos se deslocam, de maneira sutil, no
sentido antero-ventral e, posteriormente na regiao proximal posterior se estendendo
até a parte da regido anterior, se deslocam pra cima, assumindo 0 mesmo formato,

em relacdo a forma média, até a depresséo final da cauda na regido distal terminal.

A nadadeira € marcadamente menor na regiao ventro-proximal inteira com

uma projecao dos marcos nos dos dois setores proximais se deslocando no sentido
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dorsal-posterior, sofrendo desse modo uma leve depressdo. Posteriormente, na
regido distal anterior os marcos se deslocam ligeiramente no sentido antero-ventral.

Com os marcos da regiao distal terminal deslocando-se mais ventro-posterior.

Na regiao dorsal da nadadeira a partir da inser¢ao no corpo os marcos da
regiao proximal anterior se deslocam no sentido anterior e mais acima, mais dorsal,
em seguida os marcos sofrem entdo uma leve depressdo e posteriormente nas
regides proximal posterior e distal anterior os marcos se deslocam no sentido anterior
e mais acima. Na regido distal terminal os marcos se deslocam para baixo e

posterirormente.

De maneira geral a musculatura da cauda se torna acentuadamente delgada,
com 0s marcos ventrais da regiao proximal anterior até a regido proximal posterior
sofrendo deslocamentos no sentido dorsal, na regido proximal anterior no sentido
posterior e na regido proximal posterior e distal anterior deslocando-se no sentido
anterior. Dorsalmente a inser¢do da musculatura € ligeiramente anterior, com a regiao
proximal posterior se deslocando para cima e a partir da regido proximal posterior até
a regiao distal terminal os deslocamentos ocorrem no sentido ventro-anterior. Ao final
da cauda, ambos os lados ventral e dorsal, 0s marcos se deslocam no sentido ventro-

posterior.

O corpo é mais alto, sentido dorso-ventral, especialmente apds as inser¢des
da nadadeira e musculatura dorsal. No sentido antero-posterior ocorre uma leve
depressado apods a insercéo da nadadeira da cauda no dorso, mas especialmente na
regiao dos olhos e focinho, tornando assim o corpo mais dorso-deprimido e de focinho

mais cavado em relag&o ao corpo.

Em resumo a musculatura da cauda é mais delgada, de forma geral a
nadadeira possui ondulacdes (variagdes nas regides com aumentos e decréscimos
em comparacdo a forma média) dos marcos ao longo do shape. Mas, contudo,
sofrendo uma leve reducao da altura nadadeira, especialmente na posi¢cao ventro-

proximal. Além de uma cabega mais rombuda.

Variavel canbnica 1- eixo negativo

Ao longo da amplitude do eixo negativo as modificacbes em relacdo a forma

meédia podem ser descritas pelo corpo apresentando uma projecéo anterior da regiao
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proximal no polo cefalico, assim como um deslocamento dos marcos no sentido dorso-
anterior, o focinho (que inclui 0 marco 3 - ponto extremo) apresenta um aspecto

ligeiramente mais agudo nessa regiao.

A insercdo da nadadeira dorsal na regido proximal anterior € mais plana e
posterior, além de mais elevada, acompanhando o corpo que se torna também mais
elevado. Porém, levemente deprimida nos marcos que seguem ainda na regido
proximal anterior, e em seguida ha um leve aumento na altura, ou seja, ha um
deslocamento dos marcos para cima e posteriormente, na regiao proximal posterior.

A nadadeira dorsal sofre um afilamento ténue a partir da regido proximal posterior e
distal anterior no sentido ventro-posterior, seguido de uma elevacdo na altura da
nadadeira, na regido distal terminal ha um deslocamento dos marcos para cima € na

direc&o anterior.

A regido ventral na posi¢ao proximal da nadadeira da cauda € marcadamente
mais ampla, com os marcos deslocando-se no sentido ventro-anterior. A partir da
regido distal anterior os marcos se deslocam no sentido dorso-posterior seguido de

um deslocamento dorso anterior na regido distal terminal.

A linha entre a inser¢do da musculatura e a inser¢cédo da nadadeira na regiao
dorsal proximal anterior, junto ao corpo, € menor € mais angulada. De maneia geral,
a musculatura da cauda sofre uma dilatac@o, desde a regiao proximal anterior, mas
especialmente na regiao proximal posterior e distal anterior, com os marcos ventrais
deslocando-se mais ventralmente e posterior enquanto os dorsais deslocando-se mais
dorsalmente e posterior, de maneira a ampliar a altura da cauda, na regiao proximal
anterior os marcos ventrais se deslocam acentuadamente para baixo, ou mais ventral,
no sentido anterior, enquanto os marcos dorsais ligeiramente também se deslocam

no sentido ventral.

A ponta da cauda, regiao distal terminal (nadadeira e musculatura), se torna
mais curvada e elevada, com 0s marcos deslocando-se no sentido ventro-dorsal e
anterior. Desse modo a cauda se torna ligeiramente mais curta e com a ponta mais

obtusa ou abaulada.

Variavel canbnica 2 - eixo positivo
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No O segundo eixo da CVA separa o tratamento T1 dos tratamentos T2 T3
e CN. T1 esta localizado no quadrante positivo do eixo, enquanto T3, T2 e CN estéo
mais orientados ao longo do quadrante negativo do eixo. O quadrante positivo do eixo
descreve mudancas em relagdo a forma média ou referéncia como o corpo
ligeiramente menor (menos comprido) com 0s marcos do ponto extremo do focinho
(3) e margem anterior e superior da regido cefalica (2 e 10, respectivamente)
movendo-se mais a diregdo dorso-posterior enquanto 0 marco 8 movendo-se mais
anteriormente. A posicéo do corpo € mais elevada, entretanto a margem posterior do
corpo (polo abdominal) € maior em relagcdo aos marcos de inser¢do ventral e dorsal
da nadadeira caudal, ou seja, um pouco menor em comprimento e maior em altura na

regiao posterior.

A insercdo da nadadeira € mais elevada junto a parede do corpo, na regiao
dorso-posterior, seguindo-se uma ténue depressdo dos marcos na regido distal
anterior e mantendo-se aproximadamente o mesmo formato em relacdo a forma
média até a regido distal anterior, entretanto com pequenos deslocamentos, tanto
ventral quanto dorsal, mas sempre com deslocamentos no sentido anterior. Na regiao
distal terminal os deslocamentos sd&o mais expressivos, com 0S primeiros marcos
deslocando-se de modo elevado para regido dorso-anterior. Na regido distal terminal
da cauda, tanto ventral quanto dorsal, os marcos se deslocam de modo a elevar a
cauda formando uma curvatura, ou seja, alguns marcos se deslocam para cima ou no

sentido dorsal reto e outros no sentido anterior.

A regiao ventral da nadadeira aumenta, com os marcos da regido que se
estende desde a proximal anterior até a distal anterior se deslocando anteriormente e
com maior distanciamento ventral de modo a ampliar a altura da cauda. A nadadeira

€ relativamente maior, em comprimento € altura, enquanto a ponta € mais abaulada

A musculatura se desloca para baixo e anteriormente da regido que
corresponde a proximal anterior a distal anterior, se tornando mais cavada e segue a

curvatura da regiao distal terminal com 0s marcos se deslocando dorso-anterior.

O focinho é menos curvado, mais plano, enquanto a regi&o anterior aos olhos
a parede do corpo € mais cavada (depressé&o). A ponta da nadadeira € mais dilatada.

Em relac&o ao corpo a nadadeira se torna mais comprida e maior de maneira geral.

Variavel candnica 2 - eixo negativo
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0 quadrante negativo do segundo CV descreve mudangas contrarias ao
quadrante positivo como exemplo a insergao dorsal da nadadeira no corpo, regiao
proximal anterior, € mais cavada e anterior, com 0s marcos se deslocando no sentido
anterior e ventral (para baixo), seguido de uma leve elevacdo dos marcos e um
aumento da altura a partir da regiao proximal anterior e ao final, a partir da proximal
posterior até a regido distal terminal ha uma protuséo e afilamento da ponta da cauda
(musculatura e nadadeira), tornando uma cauda ligeiramente de menor elevacéo, com

um leve aumento da musculatura.

A insercao dorsal da nadadeira é mais anterior, com 0s marcos se deslocando
na direcao dorso-anterior, € ao final, na regido distal terminal, ventro-posterior, com
os ultimos marcos deslocando-se apenas na direcdo ventral, movimentos esses
envolvidos na protusdo da ponta da cauda. A cauda € ligeiramente menor —

comprimento - . O corpo é ligeiramente maior, com focinho mais deprimido e obtuso.
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Figura 10: Modificacbes apresentadas, em relacéo a forma média, por individuos dos extremos de dois
CVs. O extremo do espectro negativo da primeira variavel candnica é representado por um individuo
do tratamento 3, enquanto no extremo positivo é representado por um individuo do controle negativo.
Ja na segunda variavel candnica individuos do T1 e CN sao representados no eixo negativo e positivo
respectivamente. Em cinza é representado a forma média ou referencial, enquanto em preto a forma
(individuo) alvo. As alterac6es estdo magnificadas em 5x.
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Sintese das transformacdes na forma dos individuos de P. cuvieri

Em resumo o primeiro eixo descreve mudangas no tamanho nao alométrico
do corpo e nadadeira (comprimento e altura) além do formato. O eixo positivo, onde
se encontram os tratamentos CN e T1, os girinos possuem o focinho mais plano e o
polo encefalico dorso deprimido e angulado negativamente, apresentando um corpo
menor (altura e comprimento) enquanto os individuos do eixo negativo, T2 e T3,
possuem o focinho mais obtuso, abaulado, com a parede do corpo dorsal indo de mais
plana a angulada positivamente e com o corpo maior (altura e comprimento). A
insercédo da nadadeira da cauda no eixo positivo (CN e T1) € mais anterior na parede
dorsal do corpo, € também mais alta mais e cavada. Enquanto no eixo negativo ( T2
e T3) a nadadeira se insere mais posteriormente, e com uma leve depressao. Ha ainda
mudancas no tamanho e forma da cauda (nadadeira e musculatura). A cauda no eixo
positivo (CN e T1) € menor em altura (musculatura e nadadeira) e sutiimente maior
em comprimento, a ponta da cauda e relativamente mais prostrada e retilinea em seu
eixo central, tenuamente mais fina. Ja no eixo negativo (T2 e T3), a cauda de maneira
geral € maior em altura (musculatura e cauda) e sutilmente menor em comprimento
devido a curvatura dorsal na ponta.

Ja no segundo CV, as modificacdes, de maneira geral, estdo relacionadas
com as alteracbes no primeiro eixo, entretanto com pequenas variagdes e de menor
intensidade nas transformacdes. No eixo positivo onde se localiza T1 o corpo € mais
elevado, com o dorso mais abaulado/arqueado o focinho € mais elevado e plano e a
regido distal do polo abdominal mais alta, o corpo é ligeiramente menor em
comprimento. A insercéo da nadadeira é mais posterior na parede do corpo € mais
elevada, seguida de uma depressdo, a cauda e rebaixada no sentido ventral,
entretanto com maior altura, enquanto a regido terminal sofre uma curvatura no
sentido ventro-dorsal. No eixo negativo (CN, T2 e T3) a inser¢cdo da nadadeira é
anterior e mais cavada (angulada), na cabeca, todos os marcos se movimentaram
para regiao ventral, deixando o focinho mais abaulado e angulado, tornando-se mais
deprimido em seu ponto extremo. O dorso do corpo sofre uma depressao na regiéo
do polo abdominal, o corpo € levemente mais comprido, tomando como referencial os
marcos 3 e 8. A cauda € menor em altura de maneira geral, e retilinea. Além de sofrer

uma compressao no sentido ventro-dorsal e uma prostracdo na regiao terminal.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados indicam que o Roundup foi capaz de alterar a morfologia,
as taxas de crescimento e de deformidades (relacionadas ao disco oral e a
pigmentacdo) dos girinos de Physalaemus cuvieri. De maneira geral, as mudancgas
induzidas pelo agrotdxico na forma podem ser descritas pelo aumento da altura da
nadadeira caudal e reduc&o do comprimento e curvatura da cauda, além de corpos
relativamente menores, bem como individuos menores quando comparados ao
controle (tamanho do centroide).

Tais alteracdes s&o consistentes com as encontradas em trabalhos anteriores
com larvas de anfibios expostas a formulagbes de Roundup com concentragdes
semelhantes a 2 mg L', e assemelham-se parcialmente as morfologias induzidas por
predadores (larvas de libélula) em algumas espécies. Especificamente, a exposicao
ao Roundup induziu um aumento na altura da cauda em girinos de Rana pipiens, Rana
Sylvatica e Hyla versicolor na mesma direcéo e extens&o, ou parcialmente no caso de
H. vesicolor, que dos individuos expostos apenas as ninfas de libélula (RELYEA,
2012; KATZENBERGER et al., 2014). Outro estudo realizado por Levis et al.(2016)
com larvas de salamandras (Ambystoma maculatum) também verificou uma variagéo
na forma, dentre outras altera¢des, associada com um aumento no tamanho lateral
da cauda apds exposi¢cdo ao Roundup.

A plasticidade fenotipica € uma das respostas evolutivas que pode permitir
aos organismos maximizarem sua aptiddo em ambientes heterogéneos, espacial ou
temporalmente. Nesses ambientes a selecdo favorece diferentes fendtipos e ndo um
fendtipo 6timo. Portanto dependendo das condi¢gdes ambientais ha um trade off no
valor adaptativo dos diferentes fendtipos nos diferentes ambientes (MCCOLLUM; VAN
BUSKIRK, 1997). Dessa forma, a morfologia induzida por um predador pode ser uma
resposta adaptativa que proporciona beneficios antipredatorio, mas que podem
incorrer em custos em ambientes livres de predadores (MCCOLLUM; VAN BUSKIRK,
1996, VAN BUSKIRK et al.,, 1997). Embora as respostas sejam predador-presa
especificas (RELYEA, 2001; 2004a), na maioria dos casos, 0s girinos respondem aos
predadores aumentando a altura da nadadeira. Essa alteragcdo ajudaria o girino a

evadir de ataques de predadores, ao custo de desenvolver corpos relativamente
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menores (trade-off energético), que levam a um crescimento mais lento,
provavelmente devido ao reduzido consumo de alimento e reduzida eficiéncia na
digestdo (MCCOLLUM E VAN BUSKIRK, 1996; RELYEA, 2004b; RELYEA; AULD
2004, 2005).

Até onde sabemos a consequéncia da plasticidade morfoldgica induzida pelo
Roundup sobre a aptid&do individual € desconhecida. Entretanto, se o estressor € novo
na historia evolutiva, possivelmente as normas de reacdo moldadas ao longo da
histéria evolutiva pela selecdo ndo sejam adequadas para responder a essa nova
presséo, no caso o agrotoxico (GHALAMBOR et al., 2007). Nesse cenario, a maioria
das variantes induzidas, como no caso do Roundup, podem provavelmente ser casos
de plasticidade n&o adaptativa, onde os disturbios do desenvolvimento € ou dos
processos fisioldégicos resultam em fendtipos ambientalmente induzidos com um
reduzido valor adaptativo em relagéo ao fendtipo constitutivo (GHALAMBOR et al.,
2007). Dessa forma, segundo Relyea (2012) pode-se predizer que a inducao do
Roundup pode ter um custo associado ao crescimento reduzido. Como no presente
estudo onde os tratamentos em que as mudanc¢as foram mais expressivas - T2 e T3 -
tiveram o crescimento e 0 desenvolvimento reduzidos em relac&o ao controle. Por
outro lado, T1 que também apresentou uma morfologia induzida, na mesma dire¢ao,
n&o apresentou um efeito sobre o tamanho como predito, sugerindo uma resposta
dose-dependente.

Respostas parcialmente semelhantes foram encontradas em experimentos
em messocosmos, onde as concentracdes (0 a 2 mg e.a. I') que promoveram
alteracbes na forma nao tiveram efeito sobre o tamanho, assim como no T1 deste
trabalho. Ao contrario do que encontramos, como resposta a maior concentracao,
houve efeitos sobre o tamanho e a forma. Ja, em Relyea (2012) a maior concentragéo
(3 mg e.a. L") usada afetou o tamanho dos girinos e induziu uma alta mortalidade, o
que impediu a avaliagao da forma (RELYEA, 2012). Por outro lado, a exposi¢cdo em
condicdes laboratoriais a 2 mg L' de glifosato Roundup resultou em um crescimento
mais lento das espécies de girinos testadas (RELYEA, 2004b), como o encontrado em
P. cuvieri nesse trabalho. Em larvas de anfibios o crescimento reduzido esta
associado com um aumento na susceptibilidade ao dessecamento das pog¢as, uma
menor sobrevivéncia apds a metamorfose e um menor sucesso reprodutivo (SMITH,
1987; SEMLITSCH et al., 1988, NEWMAN, 1988, ALTWEGG E REYER, 2003).
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Embora n&o haja evidéncias diretas dos mecanismos para a resposta plastica
ao Roundup ser semelhante aquela induzida por predadores, alguns autores sugerem
que 0 Roundup pode interferir com os horménios do estresse, que induzem as
respostas antipredatérias (GLENNEMEIER; DENWER, 2002). Além disso, € possivel
que o agrotéxico e as pistas do predador, em alguma extensdo, ativem vias enddcrinas
compartilhadas (RELYEA, 2012; KATZENBERGER et al., 2015), gerando respostas
semelhantes na forma.

Por outro lado, contrariamente a literatura acima discutida, os dados aqui
encontrados com relag@o a alometria, indicam que possivelmente os efeitos sobre a
forma nao estdo em absoluto associados ao tamanho e desenvolvimento reduzidos.
Uma vez que o tamanho € responsavel por apenas 5% da variagéo na forma.

Muita embora os mecanismos moleculares subjacentes ndo sejam
completamente conhecidos, existem algumas hipbteses possiveis para a aparente
associagdo da plasticidade fenotipica de modo geral ao crescimento e
desenvolvimento reduzido. Um exemplo séo os custos da detoxificacdo e reparacéo
de tecidos. Isso leva ao aumento das demandas energéticas implicando em menor
disponibilidade para outras relacbes de crescimento. Pois 0 Roundup pode causar
stress oxidativo 0 que leva a danos em tecidos como branquias, figado e rins, além
de aumentar 0 metabolismo energético causando uma deplecdo massiva das reservas
de energia, como glicogénio, proteinas e lipidios (DORNELLES; OLIVEIRA, 2013,
BURRACO; GOMEZ-MESTRE, 2019). E conhecido também que o glifosato atua
como um desregulador neuro-endécrino, afetando vias envolvidas no eixo hipotalamo-
hipofese-tireoide (LAJMANOVICH et al. 2019) e do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(BURRACO; GOMEZ-MESTRE, 2019). Tais eixos modulam uma cascata hormonal,
envolvidas nas respostas ao estresse, sistema imunologico, na sintese de hormonios,
taxas metabdlicas e desenvolvimento, que podem levar a mudancas estruturais nos
tecidos e na fisiologia dos girinos, afetar a expressdo de genes do metabolismo
antioxidante e de genes envolvidos no controle da metamorfose (LANCTOT et al.,
2013; MIYATA;OSE, 2012; de SOUZA et al., 2017).

Apenas exemplificando, dentre as diversas vias de a¢ao, o glifosato inibe a
expressao ou reduz a atividade de diversas enzimas, especialmente da familia P450
e proteinas reguladas por horménios. Essa atividade ocorre em pontos criticos da via
de sintese dos horménios esteroidais, reduzindo assim a produc¢éo dos precursores

destes hormonios que sdo de fundamental importancia como, por exemplo, o controle



51

metabdlico, equilibrio eletrolitico, comportamento e caracteristicas sexuais. Da
mesma forma o glifosato possui efeitos deletérios nas vias de sinalizagdo do &cido
retindico, através da inibicdo da enzima CYP26, que degrada o &cido retindico. O
acido retindico serve como um sinalizador molecular que guia o desenvolvimento,
organogénese e morfogénese inicial, como por exemplo o desenvolvimento dos olhos
e do eixo antero-posterior, através da manutencado de um gradiente de acido retindico
durante as primeiras etapas do desenvolvimento (DUESTER, 2008; PAGANELLI et

al.,, 2010). Além disso o efeito do glifosato sobre os horménios da tireoide é
marcadamente relevante, pois estdo envolvidos, dentre outros, na metamorfose
atributo central da histéria de vida dos anuros, refletido na sua sobrevivéncia
(DENVER, 1998). O glifosato por exemplo reduz a taxa de expressé&o génica do
receptor nuclear dos horménios da tireoide, o tr3, inibindo assim a expresséo de genes
chave para o desenvolvimento e metamorfose. Inibe também a expressao de enzimas
deiodenases, responsaveis por metabolizar os horménios esteroidais, transformando-
os da forma inativa para biologicamente ativa (LANCTOT, 2013).

Em resposta a disrupcéo de eixos hormonais € taxas metabdlicas, pode haver
alteracdes na producéo de espécies reativas de oxigénio e no sistema antioxidante, o
que pode acarretar danos em moléculas como lipidios, proteinas € DNA, prejudicando
dessa forma a funcionalidade de diversas células e tecidos. Nesse sentido, de acordo
com Burraco & Gomez-Mestre (2016) o glifosato, em niveis néo letais, alterou os
niveis de corticosterona, da taxa metabdlica e da atividade de enzimas antioxidantes.
E, como resultado, aumentou a demanda energética, além de levar a um estado de
estresse oxidativo. Em conjunto tais mecanismos tém potencial para afetar a forma e
0 padréo de crescimento e de desenvolvimento dos girinos. Efeitos estes de alto
significado ecoldgico para os individuos, com implicagdes no valor adaptativo,
incluindo a sobrevivéncia.

Em concordancia com a literatura (HEDBERG; WALLIN, 2010), nés
encontramos efeitos do Roundup sobre o tamanho, morfologia e no padrdo de
organizacdo dos melandforos, de modo concentragcdo-dependente, mas,
especialmente e de maneira significativa, no terceiro tratamento. Os mecanismos
subjacentes a alteracdes celulares foram investigados por Hedberg e Wallin, (op. cit),
onde 0 Roundup afetou o transporte celular dos melanossomos nos melanéforos de
uma espécie de anuro (Xenopus laevi), bem como a morfologia e a integridade do

citoesqueleto, impactando assim a adeséo celular. Especificamente, os microtubulos
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perderam a sua organizagao e tais disturbios podem afetar marcadamente a eficiéncia
do transporte dos melanossomos, conforme observado (HEDBERG;WALLIN, 2010).
Dentre os mecanismos propostos para tais alteragdes, pelos autores acima citados,
envolvem mudancas no pH e no balango de C&*, o que leva a uma série de disturbios
em cadeia que acarretam na perda da homeostase celular e no padrao de expressao
génica, tais disfuncbes podem resultar em alteracbes deletérias na forma e fungéo
celular, no caso especifico pode afetar a localizacdo do cito esqueleto, morfologia e
adeséo das células (HEDBERG; WALLIN, 2009). Tais mecanismos podem ser,
portanto, ao menos em parte, responsaveis pelas alteragdes encontradas no presente
trabalho.

Nesse mesmo sentido no presente estudo foi observado um aumento nas taxas
de deformidades no disco oral, que pode segundo Devi ef al. (2016) ser explicado
devido ao baixo pH ou falhas de desenvolvimento. O aparato bucal dos girinos € uma
estrutura complexa e altamente variada (ALTIG, 2007 a; b), composta de labios,
denticulos e mandibula queratinizada, além de papilas. O arranjo das partes que o
compde esta de maneira geral adaptativamente ajustados a histéria de vida de cada
espécie através das pressdes de selecdo (ALTIG, 2006). O aparato bucal n&o esta
envolvido apenas na ancoragem e aquisicdo de recursos alimentares, mas também,
possivelmente, as papilas exercam fungcdes sensoriais quimicas e tateis, assim como
uma estrutura que controla o fluxo de agua através da boca dos individuos
(MCDIARMID; ALTIG, 1999). Portanto, alteragbes nesta estrutura podem ter efeitos
deletérios no desenvolvimento e sobrevivéncia dos individuos. Por exemplo,
anomalias morfoloégicas no aparelho bucal afetam o comportamento e a eficiéncia de
forrageio (HOPKINS et al., 2000) e, de acordo com Tolledo ef al. (2014), os individuos
passam menos tempo forrageando e adquirem menos recurso alimentar quando
comparado a individuos sem alteracbes no aparelho bucal.

Enquanto sistema complexo e fragil, diversos s&o os fatores ambientais,
incluindo xenobidticos, que s&o descritos na literatura como indutores de
malformacgdes. Entretanto, de todas as variaveis fisico-quimicas dos sistemas
aquaticos ja analisados, o pH é um dos fatores mais importantes com efeitos severos
sobre componentes estruturais, fisiologia, e diversos aspectos da ecologia das
espécies, como comportamento, crescimento e desenvolvimento (GOSNER,;
BLANCK, 1957; ROWE et al., 1998, CHRISTOPHER et al., 1996). Considerando que

o Glifosato € um acido fraco, os efeitos encontrados podem estar relacionados a este
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aspecto da natureza quimica deste agrotdxico. No trabalho desenvolvido por Devi et
al. (2016), no qual os autores avaliaram o efeito do pH sobre a estrutura do aparato
bucal de duas espécies de anura, as alteragcdes encontradas, como danos no
revestimento da mandibula, deformacdes e auséncia de denticulos ambas estruturas
queratinizadas, além de alteracdes nas papilas e labios se assemelham aos
encontrados no presente estudo. O mecanismo proposto pelos autores € o efeito do
pH sobre o processo de mitose, através da dependéncia da carga liquida da tubulina
pelo pH, afetando assim a dindmica do microtubulo durante a mitose. Indicando os
autores que as estruturas compostas por tecidos moles vivos do disco oral, como
papilas e labios e células basais as estruturas queratinizadas possuem uma alta taxa
mitética ou mitoticamente ativos, e desse modo passiveis de sofrerem os efeitos
deletérios do pH sob a divis&o celular . Portanto, além do Ph, dentre os mecanismos
envolvidos nos disturbios do desenvolvimento e crescimento dos individuos, o efeito
do glifosato sobre o desenvolvimento correto do disco oral possa ser considerado
como uma hipdtese adicional de causa.

Por fim, embora os mecanismos subjacentes aos efeitos encontrados nao
sejam em absoluto compreendidos e que em alguns casos nao haja evidencias diretas
apenas hipdteses, independentemente da via de agdo, seja ela direta - sobre o
crescimento, desenvolvimento, forma e morfologia - ou indireta, através dos custos
energéticos e quebra da homeostase fisioldgica, existe um efeito potencial do
Roundup original no valor adaptativo dos girinos. Considerando que os anfibios
anuros sao um importante componente para manutencéo do equilibrio de diversos
ecossistemas, uma vez que ocupa uma posicéo relevante na cadeia tréfica, enquanto
consumidor intermediario os efeitos sobre individuos podem ser transferidos para
outras escalas da hierarquia ecologica, como populagbes comunidades e
ecossistemas.

Além disso, dada as incongruéncias, ainda que exaustivamente apresentado
pela ciéncia independente o poder deletério do Roundup, torna-se ainda necessario a
ampliagdo do arcabouc¢o experimental, correlacional e epidemioldgico para aumentar
0 peso da evidéncia, desse de qualquer outro agrotdxico, demonstrando a
insustentabilidade desse pacote-tecnologico, seus riscos, perigos e consequéncias

sobre a biota nativa e os ecossistemas.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste estudo demostram que a exposicdo de girinos de
Physalaemus cuvieri ao Roundup afeta a forma e o tamanho dos individuos. Além
de provocar efeitos deletérios como a malformagdes do aparato bucal e das células
pigmentares, corroborando assim a generalidade dessas respostas entre diferentes
espécies de anfibios. Tais efeitos tém potencial para afetar a sobrevivéncia e o
sucesso reprodutivo dos individuos e, portanto, podem influenciar a dindmica
populacional. Estudos futuros devem investigar as consequéncias da plasticidade
morfologica induzida pelo Roundup sobre a aptidao individual bem como o
mecanismo através do qual estas respostas sdo induzidas. E também necessario
investigar os efeitos da pigmentacdo sobre a aptidao individual. A cada
conhecimento adicional relacionado aos fatores que afetam o valor adaptativo dos
individuos desse grupo que sofre taxas alarmantes de extingdo, sdo de grande
valia, além disso como s&o importantes componentes dos ambientes aquaticos
possuem potencial para serem utilizados como bioindicadores da saude desses

sistemas.

Pocas temporarias, proximo e/ou dentro de sistemas agricolas sdo comuns, €
representam um importante habitat de reproduc&o para Physalaemus cuvieri e de
muitas outras espécies de anfibios anuros. Considerando o baixo poder de diluic&o,
devido ao volume pequeno, desses ambientes, as concentracdes utilizadas refletem
um cenario provavel de exposicdo. Pois estes sistemas podem receber doses de
agrotoxicos a partir do escoamento superficial, deriva e aplicagdes diretas. Portanto,
nossos resultados demonstram que o Roundup tem potencial para afetar a o valor
adaptativo e a sobrevivéncia dos girinos. A partir disso, se consideramos as
implicagdes morfofisioldégicas envolvidas, esses efeitos podem afetar diversos
aspectos da ecologia desta espécie, 0 que em um cenario de exposi¢cao crénica, pode
prejudicar o sucesso da populagcao, contribuindo assim significativamente para

declinios locais.
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