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Resumo

A presenca de anfibios em ambientes agricolas alterados é notavel, mas o desaparecimento de
algumas espécies traz preocupagdo com o risco de aplicagdo de produtos quimicos associados
a agricultura nas populacBes de larvas e adultos. A avaliacdo quantitativa abrangente da
sensibilidade comportamental dos anfibios faz-se imprescindivel para entender melhor o
impacto populacional e os impactos ecoldgicos resultantes dos contaminantes. Com isso, 0
objetivo do estudo foi realizar uma revisdo utilizando o método cienciométrico para avaliar 0s
efeitos dos agrotdxicos na populagdo de anuro. Os resultados indicaram que a maioria dos
estudos foi realizada na Europa e na Asia envolvendo estagios larvais e embrionarios deste
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grupo sendo que, 46,33% dos 218 estudos se concentraram nos efeitos dos inseticidas. Em
particular, os inseticidas aumentaram as taxas de natacdo anormal e reduziram as respostas de
escape aos ataques de predadores. No entanto nos artigos analisados verificou-se que a falta
de testes de campo e a dependéncia excessiva de testes de toxicidade direta em laboratorio
podem limitar a capacidade de interpretar os resultados sob condigdes realistas de campo.

Palavras-chave: Contaminacdo ambiental; Genotoxicidade; Toxicidade; Ecotoxicologia;

Declinio; Agricultura.

Abstract

The presence of amphibians in altered agricultural environments is notable, but the
disappearance of some species poses a risk with the risk of application of chemicals
associated with agriculture in larvae and adult species. A comprehensive quantitative
assessment of the behavioral sensitivity of amphibians is essential to better understand the
population impact and ecological impacts applicable to contaminants. Thus, the aim of the
study was to conduct a review using the scientometric method to assess the effects of
pesticides on the anuran population. The results indicate that the majority of studies were
conducted in Europe and Asia, involving case studies and embryos in this group, 46.33% of
the 218 studies focused on the effects of insecticides. In particular, insecticides increase as
abnormal swimming rates and decrease as escape responses to predator attacks. However, in
the analyzed articles, it was found that the lack of field tests and the excessive dependence on
direct toxicity tests in the laboratory can limit the ability to interpret the results under real
field conditions.

Keywords: Environmental contamination; genotoxicity; Toxicity; Ecotoxicology; Decline;

agriculture.

Resumen

La presencia de anfibios en ambientes agricolas alterados es notable, pero la desaparicion de
algunas especies presenta un riesgo con el riesgo de la aplicacion de quimicos asociados con
la agricultura en larvas y especies adultas. Una evaluacion cuantitativa exhaustiva de la
sensibilidad conductual de los anfibios es esencial para comprender mejor el impacto en la
poblacion y los impactos ecoldgicos aplicables a los contaminantes. Por lo tanto, el objetivo
del estudio fue realizar una revision utilizando el método cienciométrico para evaluar los
efectos de los pesticidas en la poblacion de anuros. Los resultados indican que la mayoria de
los estudios se realizaron en Europa y Asia, involucrando estudios de casos y embriones en
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este grupo, 46.33% de los 218 estudios se enfocaron en los efectos de los insecticidas. En
particular, los insecticidas aumentan como tasas anormales de natacion y disminuyen como
respuestas de escape a los ataques de depredadores. Sin embargo, en los articulos analizados,
se descubrid que la falta de pruebas de campo y la dependencia excesiva de las pruebas de
toxicidad directa en el laboratorio pueden limitar la capacidad de interpretar los resultados en
condiciones reales de campo.

Palabras clave: Contaminacién ambiental; Genotoxicidad; Toxicidad; Ecotoxicologia;

Disminucion; Agricultura.

1. Introducéo

Os anfibios constituem o grupo de vertebrados mais ameacados do mundo com queda
crescente no numero de espécies desde a década de 1980 (Alemeida, 2014). Esta reducgdo no
tamanho das populagdes pode estar associada a influéncias antropogénicas (Collins & Storfer,
2003), como a contaminacéo das aguas por agroquimicos ou outros poluentes (Reeves, 2014).

Neste contexto, atividades agricolas vém sendo consideradas de forma crescente as
principais causadoras de impactos e alteraces do ambiente, devido a modificagdo da
paisagem e ao uso de agrotéxicos e fertilizantes nas lavouras que por sua vez, estdo
associados a contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas (Moron, et al., 2006).

Segundo Cooper (1993) a aplicagdo de agrotoxicos sobre os campos de cultivo
agricola, possibilita que os mesmos cheguem de forma indireta até os corpos d’agua, por
percolacdo no solo, volatilizacdo, formacdo de poeira no solo contaminado e/ou por
pulverizacdo transportados por correntes aéreas ou sistemas de irrigagéo e lixiviagéo.

De acordo com Hayes, et al.,(2006) estes fatores sdo bastante preocupantes devido a
dependéncia dos anfibios ao meio aquatico, principalmente para a reproducdo e
desenvolvimento dos estagios iniciais de vida. Além disso, sua pele permeavel aumenta a
vulnerabilidade desses animais & contaminacdo quimica, proveniente da poluicdo das aguas
por agrotoxicos.

Sendo assim, Arcaute, et al. (2014) apontam que além da suscetibilidade a doencas e
outros problemas, durante seu desenvolvimento, a exposi¢do a agrotoxicos pode induzir a
efeitos deletérios, como lesdes genéticas . Ensaios em laboratérios apontaram que a exposicao
a agrotdxicos, tiveram um papel importante na producdo de danos genotdxicos nos eritrocitos

micronucleados e outras anormalidades nucleares eritrocitarias como, nucleos lobados,
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binucleados ou nucleos segmentados, nucleos em forma de rim, nucleos entalhados e nicleos
picnoticos dos girinos de anfibios (Pérez-Iglesias, et al., 2015., Lajmanovich, et al., 2014).

Neste sentido estudos sobre genotoxicidade envolvendo anfibios sdo, importantes para
a deteccdo de espécies indicadoras de mudancas ambientais (Beiswenger, 1988). Para Stuart,
et al., (2004) a sensibilidade dos anfibios a varia¢cbes ambientais, devido suas particularidades
comportamentais e fisioldgicas, podem explicar a ocorréncia de declinios populacionais em
areas que apresentam alteragdes imperceptiveis do habitat, mas que podem estar sendo
contaminada por produtos quimicos provenientes do manejo agricola.

Sendo assim a avaliacdo ecotoxicoldgica constitui importante ferramenta para
avaliacdo dos efeitos nocivos dos agrotdxicos em espécies ndo-alvo. A identificacdo do perigo
e analise da relacdo dose-resposta sdo etapas inicias no processo da toxicidade ou de risco
ambiental desses compostos (Donaldson, et., 2002).

Segundo Hayes, et al., (2010) muitos produtos quimicos utilizados na agricultura
funcionam como disruptores endrdcrinos como, por exemplo, a atrazina, e outros com
potencial capacidade de gerar feminilizacdo e até castracdo quimica em anfibios machos
adultos.

Dessa forma, para entender os efeitos de poluente em qualquer espécie de animal
aquatica, faz-se necessario o conhecimento da toxicidade aguda de compostos representantes
das classes dos agrotoxicos, tornando imperativa a realizacdo de experimentos para
determinar sua Concentracao Letal (LCso) em individuos testados (Perkins, et al., 2000).

Neste contexto este estudo apresenta uma visdo geral de 39 anos de produgéo
cientifica relacionadas aos efeitos do uso de agrotdxicos nos anfibios — anuro.

2. Metodologia

O método utilizado nesta pesquisa foi o cienciométrico, por meio de analise de artigos
cientificos que abordaram questdes relacionadas aos efeitos nocivos causados pelos
agrotéxicos em anuros.

Segundo (White & Griffith, 1982; McCAIN, 1990) diversos aspectos da producédo
cientifica, utilizam esta técnica, em que os principais autores de uma determinada area de
conhecimento constituem a unidade de analise. Para Raan, (1997) a abordagem
cienciométrica visa 0 avanco do desenvolvimento da ciéncia em relagdo as questdes

ambientais, sociais e politicas e se baseia principalmente na analise quantitativa de
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publicacdes cientificas para entender como um determinado conhecimento ou campo da
ciéncia é estruturado e organizado (Ochoa, et al., 2014).

Sendo assim, uma analise de rede foi aplicada para caracterizar 0os grupos tematicos e
a abrangéncia do assunto estudado. A Figura 1 apresenta uma descri¢do detalhada das etapas

adotadas na pesquisa.

Figura 1 — Diagrama das etapas entre a obtencdo dos artigos potenciais disponiveis nas bases
de dados pesquisadas e a selecdo de artigos contendo estimativas de efeito de agrotéxicos em

anfibios — Anura.
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A primeira etapa consistiu-se em restringir um corpus de texto de referéncias
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Fonte: Construcéo dos autores (2020).

disponiveis no banco de dados das bases Web of Science, Scopus e ScienceDirect. Artigos
cientificos indexados que continham os termos ecotoxicology, toxicity, insecticide, fungicide,
herbicide, atrazine, carbaryl, glyphosate, endosulfan, pesticide, LCso e anuran no titulo,
resumo ou palavras-chave.

A busca foi realizada utilizando asterisco depois de todas as palavras para que a busca
fosse feita com palavras no singular, plural e suas formas variantes. O operador de busca OR
também foi utilizado para encontrar registros que continham as palavras ecotoxicology,
toxicity, insecticide, fungicide, herbicide, atrazine, carbaryl, glyphosate, endosulfan, pesticide,
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LCso ou ambas as palavras. O operador AND foi utilizado para encontrar registros que
contivessem uma das palavras anteriores em associagdo com anura, palavras com as quais a
busca foi relacionada.

Sendo assim a pesquisa foi realizada da seguinte forma: (ecotoxicology* OR toxicity*
OR insecticide* OR fungicide* OR herbicide* OR atrazine* OR carbaryl* OR glyphosate*
OR endosulfan* OR pesticide* OR LCso*) AND anuran. As consultas realizadas nos bancos
de dados resultaram em um total de 636 artigos cientificos para ambas as bases. As
publicacdes encontradas nas duas plataformas foram contabilizadas apenas uma vez.

Cada registro foi examinado para verificar sua relacdo com o foco desta pesquisa, 417
entradas ndo continham o foco da pesquisa e foram excluidas do conjunto de dados do corpus.
Portanto, todas as andlises apresentadas neste estudo foram realizadas considerando um total
de 218 artigos cientificos.

Para explorar melhor os artigos compilados com o objetivo desse estudo, uma série de
variaveis foi atribuida ao conjunto de dados criados: a) ano de publicacdo, b) pais da
publicacdo, ¢) nimero de citacbes por década, d) autores que mais citados sobre o tema e €)
principais agrotoxicos utilizados nos estudos publicados.

Foram considerados para este estudo, apenas artigos que trabalham com espécies
pertencentes a Classe Amphibia, Ordem anura. Os estudos também foram classificados em
categorias: Toxicidade (incluindo determinacdo de toxicidade e mortalidade), Metamorfose
(crescimento, tamanho e peso), Teratogénese (anomalias internas e externas).

Diante da classificacdo supracitada, formaram-se dois grupos de artigos: um grupo
“genérico”, composto por artigos cujo conceito de agrotoxicos em anuro, apesar de citado, era
um foco menor da publicacdo, pois ndo mencionavam nenhuma metodologia que testava o
efeito dos agrotdxicos em anuro, mas analisavam os efeitos em espécimes advindos de area de
cultivo (N = 154); e um grupo “especifico” com referéncias a métodos testados para 0s efeitos

relacionados (N = 64).

3. Resultados e Discussao

Foram encontradas, 636 publicacfes indexadas nas trés bases de dados, a maior parte das
publicacbes 391 estava indexada apenas na base de dados Scopus (61,48%), 173 publicacdes na
Web of Science (27,20%) e 72 das publicagbes foram registradas na base de ScienceDirect
(11,32%). O primeiro trabalho relacionado ao tema foi publicado no ano de 1980, tratando da
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exposicdo ao inseticida composto por endrin e toxafeno, de ovos e larvas de rd leopardo
(Lithobates pipiens) no sul da América do Norte.

A Figura 2 demonstra 0 aumento no numero de publicacdes envolvendo o uso de
agrotoxicos e os efeitos desses compostos em espécies de anuros, comprovado pelo ajuste de

modelo de regresséo exponencial (R2=0,90).

Figura 2 — Variacdo temporal no nimero total de publicacdes entre 1980 e agosto de 2019
com os termos ecotoxicology, toxicity, insecticide, fungicide, herbicide, atrazine, carbaryl,

glyphosate, endosulfan, pesticide, LC50 e anuran.
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Fonte: Construcéo dos autores (2020).

A base de dados Scopus apresentou 0 maior numero de publicagdo (61,64%) em
comparacao as bases Web of Science e ScienceDirect. Em relacdo ao aumento de publicactes
ao longo das décadas observou-se que o crescimento das publicagdes ocorreu de maneira mais
significativa apds as décadas de 2000 e 2014 com 44 publicacdes, em seguida temos 0s  anos
de 2015, 2017 e 2018 com 46, 52 e 59 publicacGes respectivamente. Para a ano de 2019
houve um decréscimo devido a inclusdo dos meses de pesquisa 0 que ocorreu somente até o
més de agosto do respectivo ano.

Ao analisar a nacionalidade dos autores dos estudos selecionados, averiguou-se que 0
maior nimero de publicagdes, ou seja, 47 sdo de origem dos Estados Unidos da América.
Estes valores foram seguidos pela Argentina, Canada, Brasil e Australia com 29, 16, 15 e 10
publicacdes respectivamente, conforme demonstrado na Figura 3.
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Figura 3 - Pais de origem e nimero de artigos publicados.
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Fonte: Construcdo dos autores (2020).

Em relagcdo ao nimero de citagBes por publicacdo, 4,27% dos artigos possuem mais de
100 citages e 14,03% néo possuem nenhuma citacdo. Entre os artigos mais citados observou-
se que, em ordem cronoldgica crescente, os artigos foram publicados de acordo com o0s
seguintes quantitativos: 1999: citado 437 vezes; 2004: citado 936 vezes; 2005: citado 213
vezes; 2008: citado 505 vezes; 2009: citados 651 vezes; e, 2011: citado 434 vezes (Figura 4).

Figura 4 - Numero de citagdes por ano com 0s termos ecotoxicology, toxicity, insecticide,

fungicide, herbicide, atrazine, carbaryl, glyphosate, endosulfan, pesticide, LC50 e anuran.
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Fonte: Construgéo dos autores (2020).

Avaliando qual autor obteve mais citacGes sobre o tema, o autor estadunidense Tyrone Hayes,

com artigo Atrazine-induced hermaphroditism at 0.1 ppb in American leopard frogs (Rana




Research, Society and Development, v. 9, n. 8, e383985682, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i8.5682

pipiens): laboratory and field evidence, se destacou, seguido do autor Rick A. Relyea, com
artigo Predator-Induced Stress Makes the Pesticide Carbaryl More Deadly to Gray Treefrog
Tadpoles (Hyla versicolor) (Figura 5). Todos os autores aqui apresentados publicaram seus
trabalhos em colaboragcdo com outros autores, ndo havendo nenhuma publicacéo individual e

foram considerados apenas 0s autores que tiveram no minimo cinco publicacdes.

Figura 5 - Numero de artigos publicados pelos principais autores.
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Fonte: Construcdo dos autores (2020).

A andlise dos artigos compilados demonstrou que nos Gltimos anos um grande nimero
de artigos evidenciou a problematica dos efeitos prejudiciais causados pelos agrotdxicos em
varios organismos, utilizando diferentes sistemas de teste.

Porém até o final da década de 1980, pouco se publicava a respeito de contaminacao
ambiental associada a anfibios. Somente a partir do ano de 1990, apds o primeiro Congresso
Mundial de Herpetologia em 1989, o numero de publicagdes apresentou crescimento
consideravel devido a constatagdo do meio cientifico de alguns casos de extin¢do de
populacdes de anfibios e em funcdo do declinio dos anfibios associado a poluentes, incluindo
o0s agrotoxicos (Lavilla, 2001).

A grande expansdo agricola, juntamente com o uso indiscriminado de agrotdxicos
(Zhang, et al., 2011), despertou o interesse de muitos pesquisadores, a fim de descobrir o
papel dos poluentes exercido sobre populaces, comunidades e ecossistemas (Relyea &
Hoverman, 2006), gerando um aumento substancial no nimero de publica¢des em relacéo a

este tema.
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A quantidade de publica¢cdes de estudos ecotoxicoldgicos cresceu nas de maneira
significativa nas Ultimas décadas, principalmente a partir do momento em que ocorre a
associacdo dos agrotoxicos como contribuintes potenciais no declinio das populagdes (Ghose,
etal., 2014).

Estudos geram informac0es relacionadas aos efeitos que um determinado produto
quimico lancado no meio ambiente pode ter sobre individuos, populacdes e comunidades de
organismos. Sendo assim, nos artigos examinados para este estudo, 29,36% dos trabalhos
foram ecotoxicoldgicos com anfibios anuros no periodo de 1980 a 2019. A crescente
preocupacao com o0s niveis de contaminacdo ambiental resultou em um ganho significativo
nas publicacdes relacionadas sobre o assunto a partir dos anos 2000 (Relyea & HOVERMAN,
2006). A incerteza sobre os reais efeitos desses contaminantes sobre os anfibios, assim como
o declinio global de espécies, pode ter levado a um maior interesse de cientistas de varias
nacionalidades a realizarem trabalhos sobre o tema (Bridges & Semlitsch, 2000).

Foram registrados dados para 102 espécies, distribuidas em 18 familias e 48 géneros
entre os trés grupos de anuros (sapo, rd e perereca). A familia Hylidae foi mais estudada
dentro das publicacdes, utilizadas em 25 estudos. Seguida da familia Ranidae, presentes em
23 estudos, e Bufonidae estudada em 19 das publicacfes levantadas. Quatro espécies foram
utilizadas em mais de uma publicacdo, com destaque para as espécies Rhinella arenarum, em
33,93% dos trabalhos, Rana pipens 24,57%, Anaxyrus amrecicanus e Rana clamitans com
21,06%.

As 102 espécies registradas nas publicacdes foram classificadas de acordo com sete
categorias estabelecidas pela plataforma da Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da IUCN
20015-4, para expor uma visdo geral do status atual das espécies.

As categorias sdo: DD (dados insuficientes), LC (preocupacdo menor) e NT (quase
ameacada), para espécies ndo ameagadas, e VU (vulneravel), EN (ameacada), CR
(criticamente ameacadas) para espécies ameacadas. Os status das populacGes foram
categorizados em: EA (Aumento), E (Estavel), ED (Declinio) e D (Desconhecido).

A Figura 6 demonstra as espécies, categorias de ameagcas e status das populacfes de

anfibios anura estudados nos trabalhos analisados.
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analisados, categorias de ameagas e status das populagdes de espécies.

Espécies estudadas

Research, Society and Development, v. 9, n. 8, e383985682, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i8.5682

Figura 6 - Lista de espécies anuras utilizadas em estudos ecotoxicologicos nos trabalhos
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QW Acris blanchardi
0 A Hylaarborea
0 Scinaxnasicus
o] ] Hyla intermedia
O @ Pseudacris regilla
O O Litoriamoorei
QOO Hylachrysoscelis
0§ Hylaversicolor
CA Hyperolius argus
QA Kassina senegalensis
O0 Leprodactylus mystacinus
00 Leptodactylus macrostermun

0@ Physalaemus biligonigerus

O Microhylapulchra
00 Crinia insignifera
o0 Crinia signifera

00 Leptodactylus latrans

O® Leptodactylus latinasus
Q@ Physalaemus gracilis
O® Leptodactylus fuscus
OA Physalaemus centralis

0@ Physalaemus cuvieri

OA Leptodactylus chaquensis
0@ Limnodynastestas maniensis
O® Limnodynaste dorsalis
OB Limnodynastes peronii

ce Limnodynastes tasmaniensis
O® Limnodynastes fletcheri
0@ Dermatonotus muelleri
(o] ] Gastrophrine olivacea
0 O Microhylaornata

OO Scinax fuscovarius

[ ] ‘ Litoria raniformis

O Xenopus muelleri

OB Xenopus laevis

0@ Xenopus tropicalis

O W Lithobates catesbeianus
0@ Pelophylax perezi

OO Lithobates sylvaticus
OW Pelophylax ridibundus
lo A Ronadalmatin

O A Pelophylax bedriagae
0 A Rana chensinensis
O @ Nidirana adenopleura
00 Rana arvalis

0 Lithobates clamitans
Q@ Acris crepitans

L] o Lithobates ssp.

lo @ Odontophrynus occidentaliy

C@Dendropsophus sanborni

oe Dendropsophus minutus
O WLithobates sphenocephalus
O ®rana temporaria
(7% Rana boylii
0 A Lithobates pipiens

0 A Rana qurora

® A rowacascadae

oo Polypedates cruciger
L] O Fejervarya sp

& ) Hyperoliidae

Fonte: Construcéo dos autores (2020).

Categorias de ameaca Estado da Populacao
@ DD =Dados insuficientes B EA = Aumentando
©LC =Preocupagio menor 0 E =Estavel
@ NT = Quase ameacada A £D = Declinio

@ VU = Vulnerivel

® N = Ameacada

0 D = Desconhecido

Nos 218 artigos analisados encontrou-se 42 tipos de agrotdxicos e suas formulagoes

comerciais. As LCso (mg/L), foram determinadas a partir dos principios ativos mais utilizados

mundialmente em lavouras, pastagens, reflorestamentos entre outros, havendo um maior

indice de utilizacdo dos principios ativos do herbicida glifosato e suas formulagGes comercias

e do inseticida endosulfan.
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A Tabela 1 abaixo apresenta as LCso dos principais agrotoxicos utilizados nos testes

laboratoriais, utilizando como modelo diversas espécies de anuros. Para tal apresentamos

valores de médias para as LCso com exposicdo de 96-h onde é definida a toxicidade aguda.

Tabela 1 - Valores Médios da Concentracdo Letal Média (LCso 4-dias) Observada para as

diferentes espécies de anuros.

Classe Contaminante LCso
(mg/L)
Herbicida Acetochlor 12,96 + 4,32
Herbicida Ametryn 28,67 +7,17
Herbicida Atrazina 536,95 + 76,70
Herbicida Butachlor 1,85 +0,925
Inseticida Carbaryl 45+225
Inseticida Chlorpyrifos 51,09 +12,77
Inseticida Cypermethrin 211,65 + 35,27
Inseticida Diazinon 29,2+14,6
Inseticida/Acaricida Endosulfan 1795,54 + 85,50
Herbicida Glyphosate* 1179,78 + 30,25
Inseticida Malathion 476 + 59,57
Herbicida Metribuzin 153+ 76,5
Herbicida Paraquat 164,67 +£82, 33
Fungicida Tebuconazole 1,96 £ 0,98
Herbicida Trifluralin 30,96 + 10,32

*Os valores de glyphosate foram calculados no montante de todas as suas formulagGes comercias
apresentadas nos artigos analisados: FocusUtra, Credit, POEA, Roundup, Roundup Biactive, Roundup
Transorb, Touchdown, UtraMax, Banvel, Glyfos AU, Glyfos BIO, Technical, Pivot.

Fonte: construgdo dos autores.

Dentre os agrotoxicos, 0s herbicidas foram as substancias mais utilizadas em diferentes
culturas agricolas. Embora esses compostos quimicos possuam aplicacdo especifica para
controle de plantas consideradas daninhas e sejam primariamente considerados pouco toxicos
a animais (Walker, 2005), diversos trabalhos vém demonstrando os efeitos toxicologicos,

carcinogeénicos e até mutagénicos dos herbicidas sobre véarias espécies de anuros.

3.1. Desenvolvimento alterado apds exposi¢do a agrotdxicos

Os resultados encontrados indicam que embora alguns agrotdxicos tenham o potencial
de afetar diretamente as populacdes de anfibios causando mortalidade, as concentracGes
encontradas no ambiente proveniente das aplicagdes em campos agricolas, raramente sdo altas
a ponto de vir a causar mortalidade em larga escala (Fellers, et al., 2004). No entanto estudos
que examinam a toxicidade entre anfibios geralmente observam e registram inUmeras
manifestacbes de toxicidade subletal. desfechos, como

Alguns teratogénese e

desenvolvimento sexual anormal, foram estudados como resposta especifica a ocorréncia
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generalizada, ou pelo menos a ocorréncia percebida, de anormalidades nos membros e
perturbagdes enddcrinas entre populagdes.

Os efeitos registrados para aplicacdo dos testes de toxicidade subletal incluem
crescimento (medido por massa e comprimento, geralmente entre girinos, mas também entre
metamorfose recém-emergidos) e tempo para metamorfose.

Poucos estudos avaliaram os efeitos teratogénicos, devido a dificuldade de realiza-los
em condi¢cbes de campo (Peltzer, et al., 2011). Sendo assim a maioria dos estudos
teratogénicos laboratoriais sao baseados em concentracdes de agrotdxicos, que excedem as
concentragfes encontradas em amostras de campo, e sdo geralmente limitados a estagios
larvais. Portanto, malformacgdes de membros ndo séo frequentemente encontradas (Mann, et
al., 2009).

Um dos principais métodos utilizados para avaliar os efeitos teratogénicos é o FETAX
(Ensaio de teratogénese de embrido de ra - Xenopus laevis), que consiste em um bioensaio de
curta duracdo (96 horas) usado para determinar o potencial teratogénico de produtos quimicos
(Albert, 1997). A avaliacdo dos efeitos teratogénicos no campo é importante para obter
resultados de um quadro mais verdadeiro dos efeitos em longo prazo dos poluentes, uma vez
que alguns estudos indicam que altas frequéncias de malformagdes em anuros ocorrem em

locais agricolas (Peltzer, et al., 2011).

3.2. InteracBes com o eixo tireoidiano

Em anfibios anuros, os horménios da tireoide (TH) desempenham papel fundamental no
desenvolvimento metamorfico, regulando diversos processos associados a modificagdes de
orgéos e tecidos, durante as transformac6es que ocorrem na transi¢do da fase larval para fase
adulta (Furlow & Neff, 2006).

Nos artigos analisados uma grande variedade de produtos quimicos demonstrou alterar o
sistema tireoidiano em vertebrados, incluindo anfibios, contudo, em anfibios neotropicais,
dados sobre a interrupgdo da sinalizagdo da tireoide sdo escassos. Nos girinos, qualquer
alteracdo no equilibrio do TH causa mudancas estruturais e funcionais dramaticas, e ainda
mudancas na morfologia larval (por exemplo, malformacgdes de notocérdio, defeitos do
coragdo e outros 6rgdos) (Miyata; Ose, 2012).

Exposicdo a substdncia exogena durante a pré-metamorfose pode resultar em
metamorfose precoce (Helbing, et al., 1992). Por outro lado, a inibicdo dos hormdnios da
tireoide pode reduzir completamente a metamorfose (Gutleb, et al., 2007).
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incluindo perclorato (Hu, et al., 2006) nonifenol (Yang, et al., 2005), agrotoxicos
organoclorados methoxychlor (FORT, et al, 2004) e o0s metabolitos de
diclorodifeniltricloroetano (DDT) e diclorodifeniltricloroetano (DDE) (Yang, et al., 2005;
Mortensen, et al., 2006). Por outro lado, alguns agrotoxicos parecem aumentar a atividade da
tireoide. O acetoclor € um herbicida pré-emergente de cloroacetanilida que é conhecido por
acelerar a metamorfose.

Lajmanovich, et al. (2019) avaliaram o TH em girinos de Odontophrynus americanos
expostos a piriproxifeno (PPF) no valor de NOEC (0,1 + 15% mg / L) no bioensaio de
toxicidade crbnica, mas esse grupo aparentemente ndo mostrou atraso na taxa de crescimento
ou desenvolvimento.

Neste sentido Maharajan, et al. (2018) recomendam ao PPF, mais investigacdo para
uma melhor compreensdo sobre os potenciais mecanismos moleculares associados a
interrupcdo da funcdo da tireoide. Além disso, o PPF em embrides de vertebrados causa
afinamento dos musculos do coracdo, edema pericardico e hiperemia. Dessa forma, a
atividade cardiaca nos girinos de Lithobates catesbeianus (ra-touro) tratados com PPF
diminui as taxas de batimentos cardiacos (bradicardia), indicando que o PPF tem efeitos
graves na atividade cardiaca do girino, sendo cardiotoxico.

Neste contexto, as altas atividades de glutationa A S-transferase (GST) nas larvas
tratadas com PPF reforcaram a insuficiéncia cardiaca, pois o estresse oxidativo esta envolvido
na insuficiéncia cardiaca. O PPF induz o estresse oxidativo aumentando a formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) podendo estimular alguns efeitos toxicos secundarios nos
niveis cardiaco e tecidual, como evidenciado, para o formaldeido em vertebrados, nos estudos
realizados por (Costa, et al., 2015). Essa observacdo foi reforcada com a relagdo significativa
entre as atividades do GST e a fungdo cardiaca (frequéncia cardiaca e intervalo,
respectivamente) nos tratamentos controle (CO) e PPFA associacdo entre o alto custo
energético para combater os efeitos deletérios deste agrotoxico. A inducdo de estresse
oxidativo sugere que concentracdes baixas de PPF podem ter um impacto no desempenho dos

girinos, comprometendo sua sobrevivéncia por insuficiéncia cardiaca.
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3.3 Outros mecanismos para crescimento e desenvolvimento prejudicados

Dentre os estudos analisados alguns autores reportaram atraso na metamorfose e/ou no
desenvolvimento em resposta a exposi¢do de agrotdxicos (Teplitsky, et al., 2005). Neste
contexto os inseticidas organofosforados e carbamatos incluem muitos dos produtos quimicos
mais comumente aplicados e agem através da inibicdo da acetilcolina esterase (AChE)
(Venturino & Pechen, 2005) e tem o efeito de perturbar os sistemas neuroldgicos.

A exposicdo a essas classes de produtos quimicos geralmente é medida como uma
reducéo na atividade de ache, tanto em estudos que utilizam ensaios laboratoriais controlados
(Richards & Kendall, 2002; EI-Merhibi, et al., 2004; Colombo, et al., 2005; Venturino &
Pechen, 2005; Wacksman, et al., 2006; Widder & Bidwell, 2006; Widder & Bidwell 2008;
Henson-Ramsey, et al., 2008), quanto em experimentos com sapos coletados em campo
(Sparling, et al., 2001; Lajmanovich, et al., 2004; Attademo, et al., 2007).

Os pesquisadores evidenciam que a toxicidade se manifesta como respostas
comportamentais prejudicadas (Bridges, 1997, 1999b; Fordham, et al., 2001; Punzo, 2005;
Widder & Bidwell, 2008), crescimento prejudicado (Metts, et al., 2005; Widder & Bidwell,
2008) e metamorfose tardia (Metts, et al., 2005; Boone, 2008); este Gltimo possivelmente
como consequéncia da inibicdo de comportamentos alimentares (Bridges, 1999b), o que
provavelmente impede crescimento e desenvolvimento. Alternativamente, o crescimento pode
ser inibido porque a energia deve ser desviada para os mecanismos de desintoxicagdo (Durant,
et al., 2007). Inumeras vias de desintoxicacdo que exigem energia sdo iniciadas ap6s a
exposicao a agrotoxicos (Venturino & Peche, 2005).

Embora os agrotoxicos anti-AChE estejam entre aqueles considerados amplamente
investigados em relacdo aos anfibios, e grande parte da literatura que descreve atrasos no
desenvolvimento provavelmente envolve agrotoxicos organofosforados ou carbamatos.
Alguns estudos relataram respostas comportamentais e de crescimento prejudicadas apos a
exposicao a outras classes de agrotoxicos; em resposta a agrotoxicos piretroides (Materna, et
al., 1995; Greulich & Pflugmacher, 2003) e ao fungicida fenpropimorfo (Teplitsk, et al.,
2005).

3.4 Deformidades

Os resultados encontrados nas pesquisas analisadas apontam que, uma das
manifestacdes mais dramaticas de anomalias do desenvolvimento em anfibios é a ocorréncia
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de malformagdes externas grosseiras, principalmente nos membros posteriores e nos digitos.
Os autores alertam para o fato de que, embora malformagdes dos digitos, e em menor
extensdo dos membros, pareca ser uma ocorréncia normal entre populacdes selvagens de
sapos, as estimativas variam entre <1% (Gardiner & Hoppe, 1999) até 5% dos sapos (Stocum,
2000; Johnson, et al., 2001b; Schoff, et al., 2003; Eaton, et al., 2004; Piha, et al., 2006) -
maior prevaléncia de malformacdes dos membros posteriores e digitos foi relatada entre
anfibios coletados de regibes agricolas (Linzey, et al., 2003; McCallum & Trauth, 2003;
Taylor, et al., 2005; Gurushankara, et al., 2007).

varios agrotoxicos sdo teratogénicos para os anfibios em desenvolvimento (Fort, et al.,
1999b; Harris, et al., 2000; Vismara, et al., 2000, Vismara, et al.,2001; Kennedy & Sampath,
2001; Osano, et al., 2002a, 2002b ; Bonfanti, et al., 2004; Bridges, et al., 2004; Bacchetta, et
al., 2008; Kang, et al., 2008; Lenkowski, et al., 2008; Sayim, 2008; Yoon, et al., 2008). no
entanto, a maioria desses estudos relataram efeitos teratogénicos em concentracdes de
agrotoxicos que excedem os relatados em amostras de campo. Além disso, quase todos esses
estudos limitam a avaliacdo aos estagios larvais e as malformacfes dos membros ndo sdo
relatadas com frequéncia.

Excecdes incluem o estudo de Bridges, et al. (2004), que relataram deformidades nos
membros entre Rana pipiens expostas a uma mistura de atrazina (5 mg / L) e carbaril (5 mg/
L) e Fort et al. (1999b) que relataram deformidades dos membros posteriores entre Xenopus
laevis expostas a Maneb (200 mg / L).

Exames realizados em Rhinella diptycha no norte do estado de Mato Grosso
mostraram através de resultados obtidos por exame do plasma sanguineo, residuos de
endosulfan e outros agrotoxicos organoclorados, apresentando propriedades teratogénicas,
resultando em uma avaliacdo que a a¢do conjunta e/ ou isolada de agrotdxicos tem provocado
as malformacdes nos sapos-cururus (Moreira, et al., 2012).

Bernabo, et al., (2013) mostraram em sua pesquisa os efeitos de exposicdo e pds-
exposicdo de uma concentragdo de endosulfan ambientalmente realista (200mg/L) em girinos
de Bufo bufo, avaliando a mortalidade, incidéncia de deformidade e comportamento. Os
autores evidenciaram que a exposicdo direta a curto prazo ao endosulfan ndo induziu a
mortalidade em B. bufo, enquanto, apds o término da entrada do agrotoxico, 0s girinos
sofreram mortalidade significativa, o que confirma estudos anteriores realizados em Ranidae e
Bufonidae (concentragbes variando de 30 a 360 mg/L de endosulfan) (Berriel, et al., 1998;
Jones, et al., 2009).
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Outros estudos sugeriram que uma exposi¢ao de curto prazo a 200 mg/L de endosulfan
ndo resulta em mortalidade, mas, essa concentracao é suficiente para induzir comportamentos
precoces como a metamorfose. Alteraces comportamentais ocorrem sistematicamente ao
longo do tempo em uma sequéncia especifica: hiperatividade, agitacdo e tor¢do do corpo,
seguidas de repouso/paralisia (Bernabo, et al., 2013). Os efeitos do endosulfan podem ocorrer
apos a degradacdo do pesticida. Faz-se importante considerar os efeitos do atraso, apontando

assim as limitacGes de um experimento de curto prazo.

3.5 Efeitos na diferenciacgao sexual

Assim como € conhecido que varios produtos quimicos afetam os eixos do horménio
tireoidiano e do estresse, muitos agrotoxicos também podem afetar a diferenciacdo sexual
e/ou os niveis dos hormdnios sexuais circulantes, estradiol e testosterona (Palmer, et al., 1998;
Noriega & Hayes, 2000; Sower, et al., 2000; Bevan, et al., 2003; Cevasco, et al., 2008).
Alteracdo de sexo e anormalidades gonodais sdo ocorréncias de manifestacdes fisicas de
interrupcBes hormonais durante o processo de metamorfose. Harris, et al. (2000) encontraram
esse tipo de alteragdo em ras-leopardo recentemente metamorfoseadas (Rana pipiens)
expostas a concentracOes relativamente altas de mancozeb (0,08 mg/L) ou endosulfan (2,35
mg/L). Em ambos o0s casos, isso foi encontrado em 100% no sexo feminino, embora o
tamanho da amostra fosse baixo.

No centro da atencdo recente sobre o potencial de agrotdxicos como desreguladores
enddcrinos em anfibios estd a atrazina, um herbicida usado extensivamente na producao
agricola em todo o mundo. Ha evidencias de que a atrazina pode afetar adversamente a
capacidade reprodutiva dos anuros (Tavera-Mendoza, et al., 2002a, 2002b; Hayes, et al.,
2002, Hayes, et al., 2003; Oka, et al., 2008) e, em consequéncia, contribuir potencialmente
para a diminuicéo dessa populacao.

A falta de estudos de bioacumulagdo em anuros, principalmente em éareas de alta
biodiversidade, aumenta o déficit de conhecimento e de informacdo sobre processos de
absorcdo, metabolismo e purificagdo de poluentes (Katagi & Ose, 2014) ndo apenas em
especies de anuros, mas também no ecossistema como um todo.

A compreensdo de tais processos (absorcdo, metabolismo e purificacdo) € necessaria
para entender a relacio entre exposicéo e os efeitos colaterais toxicos. E importante que mais
estudos ecotoxicologicos envolvendo agrotéxicos sejam realizados, principalmente em paises

onde esses produtos sdo mais utilizados.
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E importante ressaltar que o campo da ecotoxicologia em anfibios é muito amplo e cada
trabalho que se concentra em um tipo especifico de estudo contribui substancialmente para o
crescimento da ciéncia, em termos de compreensdo dos impactos de poluentes em ambientes
naturais.

No entanto, nas analises realizadas neste estudo ficou evidenciado que a maioria das
pesquisas envolvendo a ecotoxicologia estdo focados em poucos poluentes, haja vista que
mais de 4,6 milhdes de toneladas de agrotoxicos sdo pulverizados anualmente no meio
ambiente, sendo que ha mais de 500 agrotoxicos com aplicacdes em massa, dentre esses
incluindo muitos do tipo organoclorados.

Esses indices sdo bastante preocupantes uma vez que, da quantidade de agrotdxico
aplicada, apenas cerca de 1% atinge o alvo desejado alcancando o objetivo de atingir e
eliminar as pragas. Como consequéncia, qualquer quantidade do agrotdxico que ndo atinja o
alvo ndo terd o efeito desejado e representara uma forma de perda, bem como, uma fonte de
contaminacdo ambiental, ja que 0s 99% restantes sdo liberados em solos, corpo d’agua e
atmosfera (Sabik, et al., 2000; Spadotto, 2006; Zhang et al., 2011; Brum, et al., 2020).

3.6 Concentracdes Letais Médias (LCso) em estudos ecotoxicolégicos em anuros

Diversos trabalhos ja foram realizados com testes de toxicidade aguda em organismos
vivos devido a importancia de se conhecer os efeitos dos compostos quimicos em contexto
ecoldgico. Neste trabalho observamos que a minoria dos estudos que apresentou LCso
avaliaram compostos organicos sintéticos (por exemplo, inseticidas, herbicidas, fungicidas).

Entre os compostos organicos, os mais estudados foram os inseticidas, seguidos por
herbicidas, havendo poucos estudos sobre fungicidas. Os resultados encontrados neste estudo
sdo semelhantes aos observados por Relyea & Hoverman, (2006) em uma revisdo sobre os
efeitos ecoldgicos dos agrotoxicos.

Os herbicidas apareceram como um dos agrotoxicos mais utilizados nas pesquisas
ecotoxicologicas, seguidos por inseticidas e fungicidas (Donaldson, et al., 2002; Zhang, et al.,
2011). Porém, um estudo de meta-analise realizado por Ghose, et al., (2014) demonstrou que
os nematicidas e fungicidas podem ser mais tdxicos do que os herbicidas, e, no entanto, sao
aqueles gue recebem menos atencéo da pesquisa.

A LCso é 0 método utilizado para estimar o perigo toxicolégico de qualquer substancia

em organismos, e € geralmente verificada através de experimentos de curta duragdo (entre 1 a
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4 dias de exposicédo), a fim de gerar curvas de dose-resposta (Hammond, et al., 2012). A LCso
é determinada para compostos organicos e inorganicos.

Os testes da LCsg geralmente se concentram em alguns “organismos modelo” (por
exemplo, Daphnia [Cladocera: Brachiopoda], Lithobates [Amphibia: Anura]) como parte do
processo para tentar identificar as espécies mais sensiveis dentro de cada grupo (CHIARI, et
al., 2015). Verificou-se neste estudo que apenas 41 espécies de anuros pertencentes a 13
familias e 27 géneros foram utilizadas nos experimentos de LCso.

Tendo por base os valores de LCso 4 dias Obtidos nos estudos, observou-se a
possibilidade de ocorrer uma grande variacdo interespecifica na sensibilidade das espécies.
Por exemplo, para 0 herbicida atrazina, a LCso 4 dias Variou de 0,23mg / L na espécie
Ptychadena bibroni (Ezemonye & Tongo, 2009) a 126 mg / L em Xenopus laevis (Morgan, et
al., 1996). Para o inseticida endosulfan, o LCso 4-dias Variou de 0,0005 mg / L para Rana boylii
(Ezemonye & Isioma, 2010) a 120 mg / L para a Pseudacris crucifera (JONES, et al., 2009).

Hammond, et al., (2012), avaliaram as diferengas nas sensibilidades contra o inseticida
endosulfan, entre as familias Ranidae, Bufonidae e Hylidae, através da primeira analise
filogenética de 15 espécies. Eles concluiram que a familia Ranidae foi a mais sensivel,
seguida por Hylidae e Bufonidae (Hammond, et al., 2012).

Nos artigos analisados também pode-se observar que varios estudos testaram o efeito do
glifosato sobre a populacdo de anfibio. O glifosato causou malformacdo em anuros tanto na
fase de embrido como girinos, inibicdes dos hormdnios relacionados as glandulas tireoide,
defeitos anatdmicos craniofaciais, malformac6es de érgdos bem como no formato dos olhos e
enrolamento intestinal (Bach, et al., 2018; Carvalho, et al., 2019).

O glifosato é um herbicida de baixa toxicidade aguda, amplamente utilizada no controle
de pragas, principalmente nas culturas de soja geneticamente modificadas. Porem este
herbicida é capaz de causar danos ao DNA e age como uma cascata genética critica para o
desenvolvimento do cérebro e esqueleto craniofacial. Portanto, esta correlacionado com a
interrupgdo dos mecanismos de desenvolvimento envolvendo a crista neural, a formagéo da
linha média dorsal embrionaria e com o padrdo cefalico. Desta forma este tipo de alteracédo
pode ocasionar malformagdes oculares, cerebrais e faciais, como alteragdes mandibulares,
além de alteracdes caudais (Paganelli, et al., 2010).

Neste sentido, diferengas nas sensibilidades foram corroboradas para algumas
familias, em comparacdo com um tipo especifico de contaminante. No entanto, esta
informacgdo ndo pode ser verificada para outras familias, devido & auséncia de estudos que

permitam a comparacdo. Dessa forma, tendo em vista as limitagdes que podem influenciar a
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toxicidade dos poluentes e, consequentemente, a sensibilidade dos organismos, os estudos da
LCso sdo essenciais para avaliar os efeitos dos poluentes e até mesmo permitir a criacdo e
aplicacdo de estratégias de conservacao.

Embora seja dificil extrapolar esses efeitos de suborganismos para medidas
relacionadas ao condicionamento fisico em individuos e respostas no nivel da populacao, eles
oferecem informagdes sobre possiveis mecanismos subjacentes a toxicidade direta aguda e

cronica.

4. Consideragdes Finais

Os resultados encontrados nas andlises realizadas nos artigos investigados neste estudo
fornecem suporte para hipotese de que os agrotdxicos causam efeitos deletérios a populagéo
de anuros e, associados a outros fatores podem provocar o declinio dessa populagéo.

Dentre os artigos analisados, em varias categorizacfes, pode-se observar respostas
diferentes de acordo com o sistema de teste, 0 grupo de animais testados e o tipo de célula
analisada. Para todas as espécies analisadas os resultados foram significativos para os efeitos
desses principios ativos sobre a populacdo, toxicidade (incluindo determinagdo de toxicidade
e mortalidade), metamorfose (crescimento, tamanho e peso), teratogénese (anomalias internas
e externas).

Testes em laboratorio utilizando o fungicida mancozeb e o inseticida endosulfan
sugerem que esses agrotoxicos estejam relacionados a feminilizacdo dos organismos
expostos, assim como estudos com o herbicida glifosato e suas formulagdes apresentaram
aumento na formagao de micronucleos.

Esses agrotoxicos sdo capazes de prejudicar a metamorfose comprometendo a
sobrevivéncia, capacidade de forrageamento, fuga de predadores, como também causam
graves danos no desenvolvimento de células germinativas nos testiculos, tendo efeito negativo
na espermatogénese, o que diminui a possibilidade de sucesso reprodutivo, e, portanto,
contribui para possiveis exting@es das populagdes de anfibios.

A analise identificou algumas necessidades-chave para pesquisas futuras, em
particular que pesquisadores fornecam mais detalhes dos protocolos e resultados
experimentais tais como, toxicidade aguda e genotoxicidade dos agrotdxicos e ampliem a
gama dos contaminantes testados para fungicidas e desfolhantes. Estes dados podem aumentar
o entendimento dos efeitos de mudltiplos estressores e facilitam o estabelecimento da

importancia ecoldgica de estudos ecotoxicologicos para 0 monitoramento ambiental.
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