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RESUMO

Os agrotdxicos sao poluentes ambientais que podem ser importantes causas de mortalidade da
fauna e da flora. A poluicdo ambiental por contaminantes agricolas tem sido evidenciada e
considerada um dos fatores na diminuicdo de anfibios. Dentre os herbicidas utilizados nas
pastagens, destaca-se 0s que apresentam em sua formulacdo os ingredientes ativos 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) + &cido 4-amino 3,5,6 tricloro-2-piridinacarboxilico (Picloram).
Os anfibios sdo um dos grupos da fauna mais ameacados de extincdo, dentre os fatores que
colboram para sua extingdo estdo os herbicidas, nos quais sua utilizagdo inadequada pode causar
diminuicdo exacerbada deste grupo. Objetivou-se avaliar a toxicidade aguda de herbicida
comercial a base de 2,4-D e Picloram em Boana semilineata. No experimento foram utilizadas
7 concentragdes de 2,4 D + Picloram, comercialmente conhecido como Norton® (0; 7; 7,5; 8,5;
9; 10; 11; 12 g L), sendo 2 repeticBes por tratamento com 5 animais cada, totalizando 70
animais. Ha necessidade de se conhecer a influéncia dos defensivos agricolas sobre as
comunidades de anfibios, para que possamos minimizar ao maximo o declinio da populacéo
desses animais em seu habitat. Portanto, a partir deste experimento foi determinado os valores
obtidos do teste toxicoldgico, o qual apresentou 9,49 (g L) como a concentragéo letal (CL50)
do 2,4-D + Picloram. O presente estudo sugere que a aplica¢do de formulado comercial tem o
potencial de causar mortalidade significativa em girinos de Boana semilineata.

Palavras-chave: Agrotoxico; CL50; Anfibio.



ABSTRACT

Pesticides are environmental pollutants that can be important causes of mortality of fauna and
flora. Environmental pollution by agricultural contaminants has been highlighted and
considered one of the factors in the decline of amphibians. Among the herbicides used in
pastures, the ones with the active ingredients 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) + 4-amino
3,5,6-trichloro-2-pyridinecarboxylic acid (Picloram) in their formulation stand out.
Amphibians are one of the fauna groups most threatened with extinction. Among the factors
that contribute to their extinction are herbicides, in which their inappropriate use can cause an
exacerbated decrease in this group. The objective was to evaluate the acute toxicity of
commercial herbicide based on 2,4-D and Picloram in Boana punctata. The experiment used 7
concentrations of 2,4-D + Picloram, commercially known as Norton® (0; 7; 7.5; 8.5; 9; 10; 11;
12 g L-1), with 2 repetitions per treatment with 5 animals each, totaling 70 animals. There is a
need to know the influence of pesticides on amphibian communities, so that we can minimize
as much as possible the decline of the population of these animals in their habitat. Therefore,
from this experiment we determined the values obtained from the toxicological test, which
showed 9.49 (g L-1) as the lethal concentration (LC50) of 2,4-D + Picloram. The present study
suggests that the application of commercial formulate has the potential to cause significant
mortality in tadpoles of Boana semilineata.

Keywords: Agrotoxic; CL50; Amphibian.
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INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos maiores consumidores de agrotdxicos do mercado,
fazendo com que o pais ocupe o primeiro lugar no ranking mundial de consumo (RIGOTTO;
VASCONSELOS; ROCHA, 2014; PIGNATI et al., 2017). Entre os herbicidas utilizados nas
pastagens, destaca-se 0S que apresentam em sua formulacdo os ingredientes ativos 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) + &cido 4-amino 3,5,6 tricloro-2-piridinacarboxilico (Picloram).

A aplicacdo desses compostos € feita por meio de nebulizacdo durante a fase de
desenvolvimento das plantas infestadas (ADAPAR, 2020). E comum realizar o consorcio de
dois ou mais principios ativos na intencdo de potencializar o efeito desejado (eliminar as
invasoras que acometem as pastagens), efeito esse que ndo é conseguido quando os principios
ativos sdo utilizados isoladamente. Isso evidencia que hd uma maior necessidade da utilizacdo
do consorcio de herbicidas para alcancar o efeito desejado (O'SULLIVAN, 1983;
KRENCHINSK et al., 2015).

O 2,4-D mimetiza as auxinas naturais, fazendo com que ha desequilibrios hormonais
nas plantas causando morte celular (RODRIGUEZ-SERRANO et al., 2014). Perante a efic4cia
e 0 custo beneficio que apresenta, 2,4-D tem sido utilizado em grande volume e em doses acima
do recomendado causando preocupacdes com a interagdo desse elemento com o meio ambiente,
devido seu tempo de permanéncia no solo (DIAS et al., 2011).

O Picloram também faz parte do grupo auxinicos, tendo acdo intoxicante em
dicotileddneas de dificil controle (FRANCO et al., 2016). Devido sua alta solubilidade em agua,
apresenta baixa adsor¢do no solo e uma maior rota de dissipacao por lixiviagdo. Apresentando
grande potencial de contaminacdo de &aguas subterraneas (STEFFENS et al., 2015;
FRANCESCHI et al., 2019). Quando em contato no solo, € lentamente metabolizado por
microrganismo e pela fotodegradacédo, fazendo com que a sua meia-vida oscile entre um més a
trés anos dependendo do solo e condicdes climaticas (PASSOS et al., 2019).

As maneiras de disseminacdo dos agrotdxicos pelo meio ambiente sdo variadas,
podendo depender da sua propriedade fisico-quimica, solo, ambiente e clima (REBELO;
CALDAS, 2014). Durante a aplicacdo, o produto pode ser desviado e alcangar outros
ecossistemas mediante a deriva em decorréncia da volatizacdo, fotodegradacdo e da sor¢do
(adsorcdo e absor¢io) (WAUCHOPE et al., 2002; ORELLANA-GARCIA et al., 2014;
PRUEGER et al., 2017).

Os agrotdxicos sdo poluentes ambientais que podem ser uma das principais causas de

mortalidade da fauna e da flora (RELYEA, 2005). A polui¢do ambiental por contaminantes
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agricolas tem sido evidenciada e considerada um dos fatores na diminui¢cdo de anfibios
(PEREZ-IGLESIAS et al. 2016; GONCALVES et al., 2015; CARAFFA et al., 2013). Os
anfibios sdo um dos grupos de animais mais ameacados de extin¢do em todo o mundo e vém
sofrendo uma queda de individuos de seu grupo em grandes propor¢des desde a década de 1980
(IUCN, 2013).

Os anfibios séo sensiveis aos contaminantes agricolas por causa do seu ciclo de vida,
pele semipermeavel e as adaptacdes fisiologicas especializadas que os tornam especificos em
determinados habitats, tornando-os bioindicadores para o biomonitoramento de contaminagéo
ambiental por agrotoxicos. (GONCALVES et al., 2015; CARAFFA et al., 2013; HAYES et al.,
2010). O Brasil possui a fauna de anfibios mais diversa do mundo (SEGALLA et al., 2019).

Para entender os efeitos de poluentes a qualquer tipo de animal aquético, o primeiro
passo € conhecer a toxicidade aguda de compostos representantes das classes dos agrotoxicos,
0 que torna necessario a realizacdo de experimentos para determinar sua concentragdo letal
(CLso) para os individuos testados (PERKINS; BOERMANS; STEPHENSEN, 2000).

OBJETIVOS
Objetivo geral
e Auvaliar a toxicidade aguda do agrotdxico 2,4-D + picloram (Norton®) em girinos da

espécie Boana semilineata.

Obijetivo especifico
e Determinar a Concentracdo Letal Média (CLso) de 2,4-D + picloram em girinos da

espécie Boana semilineata em 96 horas de exposicao.

REVISAO DE LITERATURA
Herbicida

A fim de buscar uma gestdo razoavel da terra, um sistema agricola envolvendo a

integracdo da agricultura e pecuaria surgiu nos ultimos anos. Esses sistemas buscam maximizar
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os rendimentos da terra e das colheitas (KLUTHCOUSKY:; AIDAR, 2003). No entanto, um
dos principais problemas que dificultam a aplicagdo dessa tecnologia em diferentes culturas séo
os efeitos residuais dos herbicidas utilizados na formagdo e manutencédo de pastagens.

Nos sistemas tradicionais, para a formacdo de pastagens, o solo é arado e gradeado,
raramente sendo utilizados corretivos e fertilizantes, mesmo em solos &cidos e de baixa
fertilidade. No entanto, no controle de ervas daninhas, herbicidas persistentes s&o
frequentemente usados. Quando cultivados sequencialmente, esses herbicidas podem causar
envenenamento de espécies sensiveis como soja, feijdo, algoddo e outras dicotiledoneas
(SILVA et al., 2006).

Portanto, o 2,4-D (Figura 1A) néo apresenta controle estendido quando usado sozinho.
Provando que uma mistura de dois compostos potencializa sua a¢do. O picloram (Figura 1B)
aplicado com proporc¢des equivalentes aqueles que existem em combinagdo com 2,4-D, ndo
realiza o controle eficazmente de algumas ervas daninhas. Provando que uma mistura de dois
compostos potencializa sua agdo (O'SULLIVAN, 1983; KRENCHINSK et al., 2015).

Figura 1- Férmula estrutural dos herbicidas 2,4-D (A) e Picloram (B).

A B
Cl__N_ _CO,H
CIQDCHECDEH “
2
Cl Cl Cl
NH,

Fonte: Anvisa (2019).

Os herbicidas do grupo das auxinas sintéticas tém efeitos seletivos e sdo responsaveis
por mudancas metabdlicas e bioquimicas da planta alvo, geralmente usadas para controlar o
crescimento de ervas daninhas em todo o mundo (SONG, 2014). Deste grupo, picloram e 2,4-
D constitui a maioria dos produtos registrados para uso agricola (AGROFIT, 2013).

O 2,4-D é o primeiro herbicida seletivo sintetizado e comercializado industrialmente,
seu uso e atribuido a folha larga por mais de 70 anos (POKORNY, 1941). O acido 2,4-D
pertencente ao grupo do acido fenoxiacético € um herbicida conhecido como auxina sintética,
devido a sua baixa adsorcéo (dependendo tipo do solo, por exemplo: argiloso). Esse composto

guimico mimetiza as auxinas naturais, que sao horménios importantes para o desenvolvimento
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das plantas. Em quantidades alteradas, os hormonios comprometem 0 progresso e ocasionam
Obito celular (RODRIGUEZ-SERRANO et al., 2014). Devido a eficiéncia e o custo beneficio
que apresenta, o 2,4-D tem sido aplicado em larga escala e exageradamente acima do
recomendado. Baseado nisso, tem erguido preocupacfes gquanto aos aspectos ambientais,
porque a degradacdo de suas moléculas pode perdurar por muito tempo no solo (4 a 10 dias)
(DIAS et al., 2011).

Picloram, do grupo do acido piridinocarboxilico, € um herbicida simulador de auxina,
sendo capaz de provocar intoxicacdo em dicotiledéneas de dificil controle (FRANCO et al.,
2016), com efeito de longo prazo no residuo do solo, com caracteristicas de alto risco de
poluigdo da dgua subterrdnea (BRITO et al., 2001; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2011; SANTOS
et al., 2006a). A persisténcia desses produtos no meio ambiente pode causar danos a lavouras
sensiveis a residuos desses produtos mediante o cultivo continuo de pastagens degradadas
(CARMO et al., 2008). Ao chegar no solo, é lentamente metabolizado por microrganismos e
pela fotodegradagédo, portanto, sua meia-vida pode diversificar entre um més a trés anos
dependendo do tipo de solo e condi¢bes climaticas (PASSOS et al., 2019).

Os meios pelos quais se dissipam o0s agrotdxicos para 0 meio ambiente sdo variados,
pois mudam de acordo com suas propriedades fisico-quimicas, das caracteristicas do solo,
condigdes climéaticas e ambientais (REBELO; CALDAS, 2014). Durante a nebulizagdo, o
produto pode ser desviado e alcangar outros ecossistemas mediante a deriva em decorréncia da
volatizacdo, fotodegradacdo e da sorcdo (adsorcdo e absorcdo) (WAUCHOPE et al. 2002;
ORELLANA-GARCIA et al., 2014; PRUEGER et al., 2017). Dentre as vias de contaminac&o,
0 ambiente aquético geralmente se torna o alvo final dos agrotéxicos.

A forma base de depoésito de herbicidas em ecossistemas aquéaticos esta agregada ao
escoamento superficial, que é o curso de dgua na superficie do solo, quando expostos a intensa
precipitacdo, gerando o carregamento de suas moléculas presas as particulas do solo (SANTOS;
CORREIA; BOTELHO, 2013; SOUSA et al., 2016b). Esses elementos podem ainda alcancar
0s ambientes aquaticos por algumas rotas, como por exemplo, pela utilizacdo direta nos corpos
d’agua para contencdo de macrofitas competidoras (SESIN et al., 2018). Uma vez aplicado,
esses produtos também podem chegar aos recursos hidricos (aguas superficiais e subterraneas)
pelo processo de lixiviacédo, que € a retirada de sais por dissolucao do solo por meio da corrente
de agua. Por conta deste fato, os herbicidas oriundos de pastagem e terras agricolas podem se

mover juntamente com esse fluxo apos precipitacdo ou irrigacdo (EL ALFY; FARAJ, 2017).
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As sequelas adversas causadas pela acdo direta e indireta dos compostos de herbicidas
nos ambientes aquaticos, influenciam em diferentes grais de organizagéo bioldgica, provocando
perturbacdo na dindmica das populacdes bases e o declinio dos niveis primarios da cadeia
alimentar e, dessa forma, resulta em alteracdes nos niveis tréficos superiores (HASENBEIN;
LAWLER; CONNON, 2017). Os efeitos em organismos ndo alvos reduzem a diversidade de
espécies que reflete na queda da biodiversidade, visto que esses contaminantes podem eliminar
completamente algumas comunidades e assim induzir a instabilidade desse ecossistema
(RELYEA, 2005).

Boana semilineata

Boana semilineata é uma espécie de perereca endémica do Brasil com ampla distribuicéo,
ocorrendo desde Pernambuco até o Estado de Santa Catarina. Seus habitats naturais sdo
florestas subtropicais ou tropicais Umidas de baixa altitude, matagais, lagos de agua doce,
pantanos de agua doce, pantanos de d&gua doce sazonais, pastagens, antigas florestas degradadas,
areas de armazenamento de agua e lagoas. Folhas e galhos servem de sitios de vocalizacdo para
0s machos (Lisboa et al., 2011).

Fonte: Acervo pessoal
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Um membro do grupo Boana semilineata se caracteriza pela presenca de uma
membrana palpebral reticulada.; Pré-pollex ampliado; espinha dorsal projetada; almofadas
nupciais ausentes; dedos I11- IV e IV -V extensivamente membranosos; apresentam uma franja
tarsal; abddémen imaculado (uniformemente colorido, manchas ausentes); flancos com
numerosas listras marrom-escuras ou pretas; vocaliza com uma ou duas notas; (13) pulsos por
nota variando de 29-74; chamada frequéncia dominante variando de 1378-2067 Hz (PELOSO
etal., 2018).

Efeitos dos agrotdxicos na populacdo de anfibios

Estressores causados pela agdo do homem no ambiente como agrotéxicos aumentam
significativamente fatores que podem declinar a resposta imune de anfibios aos agentes
patogénicos, aumentando a prevaléncia de doengas nesses animais (CAREY et al., 19993;
CHRISTIN et al., 2013). A exposicao de anfibios ao herbicida atrazina pode ser exemplo disso,
mesmo em pequenas concentracdes, danifica as defesas antivirais desses animais
(SIFKAROVSKI et al., 2014). Sabe-se que o uso prolongado de agrotdxicos tem sido destacado
como um dos fatores responsaveis por abalar diretamente o desenvolvimento, a reproducdo e a
sobrevivéncia de populacdes de anfibios no mundo (BLAUSTEIN; JOHNSON, 2003).

A grande causa da decadéncia de anfibios parece ser a caréncia de habitat, porem varios
outros motivos tém sido apontados, dentre esses predadores, parasitas, doengas, radiagédo UV e
pesticidas (KIESECKER et al., 2001). Patégenos tém provocado o declinio populacional de
anfibios (FISHER et al., 2009), sendo que estressores antropogénicos no ecossistema aumentam
as causas que podem diminuir a resposta imune de anfibios a agentes patogénicos. (CAREY et
al., 2001b; CHRISTIN et al., 2013).
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MATERIAL E METODOS

O ensaio foi realizado no Laboratério de Morfofisiologia e Bioquimica de Peixes
Neotropicais. Os experimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA).

Foram coletados Boana semilineata em estagio de 26 dias de vida, aproximadamente,
nas lagoas da vila Araculéndia pertencente a cidade de Araguaina (TO), as quais foram
imediatamente levadas ao laboratdrio para aclimatacdo em aquarios de vidro com capacidade
para 20 litros. Os girinos foram alimentados com racéo comercial para peixe e frutas.

O ensaio experimental foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Para avaliar a sensibilidade da espécie e definir as concentragdes a serem utilizadas nos
tratamentos, realizou uma primeira etapa para determinar as concentracdes que foram utilizadas
no teste definitivo para determinacdo da CLso. Tanto os testes preliminares como o definitivo
tiveram duracdo de 96 horas, em sistema estatico. Apos a primeira etapa, determinou-se 7
concentragdes (0; 7; 7,5; 8,5; 9; 10; 11; 12 g L) utilizadas nos testes definitivos, as quais foram
adicionadas na agua em mesmo instante, com 2 repeti¢cbes, e 5 animais por repeticdo,
totalizando 70 animais, respeitando-se a densidade maxima 1 girino/0,7 L. Os animais mediam
em média 5 centimetros com peso médio de 0,010 g.

A &gua utilizada no teste de toxicidade foi a mesma do controle negativo (agua de pogo)
coletado no campus EMVZ-UFNT, utilizada no méximo 24 h apos a coleta. A temperatura,
oxigénio dissolvido e pH da agua permaneceu em 26+2°C, 4+2 mg/L e 7, respectivamente,
durante todo o periodo do ensaio.

Os aquarios foram dotados de aeracdo individual e de fluxo leve, para evitar perdas de
agua por evaporacao e consequente elevacdo da concentracdo do herbicida na dgua. Durante o
periodo de exposi¢do, os animais foram mantidos sem alimentacdo. A avaliacdo da mortalidade
foi diaria e os individuos mortos foram retirados dos recipientes. Os girinos foram considerados
mortos quando ndo reagiram ao toque, contados apds 24 h, 48 h, 72 h e 96 h de experimento.
Os dados foram analisados pelo programa TSK (Trimmed Spearman-Karber Program, Versédo
1.5), para calcular os valores de CLso e 0s seus intervalos de confianca em nivel de 95% de

probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O estagio larval dos girinos pode ser um fator responsével pela variacéo da sensibilidade
a toxicidade aguda e as caracteristicas comportamentais sdo grandes indicadores de
sensibilidade a substancias toxicas (DAVID et al., 2012). Durante o periodo de exposicédo, 0s
girinos apresentavam agitados no momento da aplicacdo do agrotoxico e posterior letargia e
quietude dos girinos que se mantiveram no fundo do recipiente, movimentando-se apenas
quando estimulados. Temperatura, pH e oxigénio da 4&gua se mantiveram em niveis normais de
26+2°C, 7 e 4+2 mg/L respectivamente. Os girinos estavam em estagio larval 26. Geralmente
estudos eco toxicoldgicos sao realizados quando as branquias dos anfibios se tornam internas,
entre o0s estagios 25 e 32 (GOSNER, 1960). Supde-se esses estagios estdo mais sujeitos a
intoxicacdo do que estagios posteriores, que possuem as branquias cobertas pela pele, ja que
além das trocas ibnicas as branquias podem ser responsaveis também pela absorcdo de
componentes toxicos, pois a intoxicacdo pode ser mais acentuada quando as branquias estdo
em exposicdo direta com produto (POUGH et al., 2008).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, o valor CLso foi 9,49 (g L™?). Nas
concentragdes de 11 e 12 (g L), todos os individuos morreram nos 30 primeiros minutos de
exposicdo ao herbicida. Ja nas concentracdes de 9 e 10 (g L™?) os individuos apresentaram
mortalidade nas 69 horas de exposicdo. Nas demais concentragdes controle; 7; 7,5; 8,59 L™ do

agrotoxico apds 96 horas de exposicdo, todos os animais se mantiveram vivos.

Tabela 1. Concentracdo letal média (CLso-9sn) do herbicida a base de 2,4-D+ Picloram
(Norton®) para o Boana semilineata, estimado de acordo com dados de mortalidade
apos 96 horas de exposicdo e respectivos niveis de seguranca.

CLs0-96h Intervalo de confianca (g L?) Concentragdo (g L?)
__ i __ : 2,4 D + Picloram
(g L) Norton Limite inferior  Limite superior
9,49 9,41 9,88 0,59 + 0,14

Existem varios trabalhos relacionando teste de toxicidade em girinos com outras
formulacGes de agrotoxicos. Por exemplo, Sparling e Fellers (2007) avaliaram a toxicidade
aguda de inseticidas organofosforados para girinos de Rana boylii, e obtiveram os seguintes
valores de CL50: 3,0 g L para clorpirifos (24 h); 7,488 mgL-1para o diazinon (96 h) e 2,137

mgL-1 para malation (96 h). Almeida et al. (2019) avaliaram a toxidade aguda de um composto
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comercial com o principio de glifosato em girinos de Physalaemus cuvieri e Rhinella icterica
e observou-se que a CL50 para o tempo de 96 horas foi de 7,12 g L.

Luo et al. (2003) testaram a toxicidade do paration metilico a girinos de Rana tigrina,
fazendo o uso de cinco concentragdes (2,0; 3,1; 4,8; 7,8 e 12 g L™Y). Encontraram valores de
CL50de 4,9; 3,9; 3,3e 3,1 g L™ para 24, 48, 72 e 96 h de exposicio, respectivamente. Valido
citar que as solucgbes utilizadas para girinos de Boana semilineata, foram formulacGes
comerciais que contém ingredientes inertes, que podem interferir e potencializar a toxicidade
do produto. Enquanto os autores citados utilizaram em seus estudos solu¢cdes com 99% de
pureza, portanto usaram os principios ativos sem a adi¢do de ingredientes inertes, fazendo com
que a letalidade do herbicida seja menor comparada com a solu¢do comercial usada no presente
trabalho.

Segundo Magalhées e Ferrdo Filho (2008) essa relacdo entre tempo de exposicdo e
mortalidade pode ser explicada pelo tempo que o agrotoxico se acumula nos tecidos do
organismo até atingir uma concentracdo limiar, a partir da qual o efeito é evidenciado. As
primeiras 24 horas sdo importantes, pois alguns organismos podem adquirir resisténcia apos as
primeiras horas de exposicio (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008) como ocorrido no
presente estudo, exceto para as maiores doses (11 e 12 ml).

Esses dados evidenciam que existem distingdes consideraveis entre os valores da CL50
para individuos de diferentes espécies, e salientam a importancia de realizar mais estudos dessa
natureza para evidenciar 0 comportamento e os efeitos que esses compostos podem causar ao
ambiente quando presentes em ambientes aquaticos. A concentracdo a base de 2,4-D+ Picloram
causa mortalidade de 50% nesse estagio da metamorfose nos girinos de Boana semilineata em
96 horas de exposicdo quando exposto a uma concentracio de 9,49 (g L™). O resultado obtido
no presente trabalho evidencia a necessidade de estudos complementares sobre a exposi¢ao

desse pesticida em Boana semilineata.
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CONCLUSAO

No Brasil, por ocasido do registro de agroquimicos, sdo exigidos pelo Ministério da
Saulde, entre outros testes, ensaios de toxicidade a organismos néo alvos para avaliar a forma
de acdo dessas substancias nos organismos constituintes da cadeia alimentar. Embora os testes
com anfibios ndo constituam exigéncia regulatoria, tais ensaios tém sido extremamente
importantes para demonstrar a periculosidade e o grau de interferéncia dos produtos sobre os

ecossistemas aquaticos e seu comportamento no ambiente.

O presente estudo sugere que a aplicagédo de formulado comercial, Norton, tem o
potencial de causar mortalidade significativa em girinos de Boana semilineata nesse estagio da

metamorfose quando expostos a uma concentragéo de 9,49 g L.
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