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INFLUENCIA DA EXPOSICAO A ATRAZINA E GLIFOSATO NO
DESENVOLVIMENTO OSSEO DE Podocnemis expansa (TESTUDINES,
PODOCNEMIDIDAE)

RESUMO: Estima-se que dois tercos do total de agrotéxicos conhecidos sejam
utilizados na agricultura, resultando beneficios para o produtor, como aumento da
produtividade, qualidade e diminuicdo de perdas. No entanto, apesar de exercerem
importantes funcbes na producdo agricola, a utilizacdo dos mesmos pode afetar
indiretamente tanto a flora quanto a fauna. Os herbicidas compdem a categoria com
0 maior aumento em sua utilizacdo e sdo suscetiveis a causar efeitos indesejaveis,
sobretudo em ambientes aquéticos. Dentre 0os possiveis organismos nao alvos, 0s
répteis representam uma das classes de animais que estédo indiretamente afetadas
pela aplicacdo dos agrotoxicos. Sendo assim, objetivou-se avaliar os possiveis
efeitos da exposicéo aos herbicidas atrazina e glifosato no desenvolvimento 6sseo
de embrides de Podocnemis expansa. Em um primeiro experimento, ovos foram
incubados artificialmente em areia umedecida com agua contaminada com o produto
técnico atrazina na concentracédo de 2, 20 ou 200 pg/L . Em um segundo
experimento, a incubacdo ocorreu com a utlizacdo dos produtos formulados
atrazina, nas mesmas concentracdes citadas, e glifosato, nas concentracdes de 65,
650 e 6500 pg/L. Foram realizadas coletas de ovos de cada incubadora em
intervalos regulares para cada experimento até a eclosdo. Para analise do
desenvolvimento do esqueleto, os embrides foram submetidos as técnicas de
diafanizacdo de tecidos moles e coloracdo dos ossos pela Alizarina red S e das
cartilagens por Alcian blue. Os espécimes foram analisados com auxilio de uma lupa
estereomicroscopica. Nao foram constatadas interferéncias da atrazina ou glifosato
no desenvolvimento 6sseo durante a fase embrionaria de individuos da espécie P.

expansa nestas condicdes de exposicao.

PALAVRAS-CHAVE: Agrotéxicos, contaminacdo, ecotoxicologia, esqueleto,

herbicidas, répteis, tartaruga-da-Amazonia.



INFLUENCE OF ATRAZINE AND GLYPHOSATE EXPOSURE IN THE BONE
DEVELOPMENT IN Podocnemis expansa (TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE)

ABSTRACT: It is estimated that two-thirds of all known pesticides are used in
agriculture, which causes benefits to producers, such as productivity and quality
increase and losses decrease. However, although they have important functions in
agricultural production, their use can indirectly affect both flora and fauna. Herbicides
are in the category with the largest increase in their use and are likely to cause
unwanted effects, especially in aquatic environments due to its high solubility. Among
the possible non-target organisms, reptiles are one of the classes of animals that are
indirectly affected by the application of pesticides. Therefore, this study aimed to
evaluate the possible effects of exposure to atrazine herbicides and glyphosate in the
bone development of Podocnemis expansa embryos. In a first experiment, eggs
were incubated in sand, artificially contaminated with water with the atrazine
technical material at a concentration of 2, 20 or 200 pg/L. In a second experiment,
incubation occurred with the use of atrazine formulated products, from the aforesaid
concentrations and glyphosate at concentrations of 65, 650 and 6500 pg/L.
Collection of eggs from each incubator at intervals for each experiment were
performed until the egg hatching. Embryos were subjected to diaphanization
techniques for analysis of skeletal development. Soft tissue and bone were stained
with Alizarin red S and cartilage with Alcian blue. The specimens were analyzed with
a stereomicroscope. There were no interference of atrazine or glyphosate in bone

development during the early development of P. expansa in the tested conditions.

KEYWORDS: Pesticides, contamination, ecotoxicology, skeleton, herbicides, reptiles,

turtle-the-Amazon.
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Férmula estrutural da atrazina.

Foérmula estrutural do glifosato.

Area de localizacdo das praias onde ocorre a nidificacdo de
P. expansa em Area de Protecdo Ambiental (APA) Meandros
do Rio Araguaia — GO protegidas pelo Centro de
Conservacdo e Manejo de Répteis e Anfibios (RAN/ICMBI0).
Fonte: ICMBio MMA.

Embrides de Podocnemis expansa incubados artificialmente
em areia contaminada com diferentes concentracoes de
atrazina diafanizados por KOH e corados com azul de alcian
(cartilagens) e vermelho de alizarina (0ssos). (A) 20ug/L,
estagio 16, vista dorsal; (B) 2ug/L, inicio do estagio 16, vista
ventral; (C) 2ug/L, inicio do estagio 16,vista dorsal; (D)
200ug/L, estagio 20, vista ventral; (E) 200ug/L, estagio 20,
vista dorsal; (F) 2ug/L, estagio 22, vista ventral; (G) 2ug/L,
estagio 22, vista dorsal; (H) 200ug/L, final do estagio 23, vista
ventral; (I) 200ug/L, final do estagio 23, vista dorsal. Escala

5mm.

Embrides de Podocnemis expansa incubados artificialmente
em areia ndo contaminada diafanizados por KOH e corados
com azul de alcian (cartilagens) e vermelho de alizarina
(ossos). (A) estagio 15, vista dorsal; (B) estagio 16, vista
dorsal; (C) estagio 16,vista ventral, (D) estagio 23, vista

dorsal; (E) estagio 23, vista ventral. Escala 5mm.

Embrides de Podocnemis expansa em vista ventral. (A)
controle, estagio 17; (B) controle, estagio 21; (C) controle,
estagio 23; (D) substrato contaminado com atrazina 200ug/L,

estagio 17; (E) substrato contaminado com atrazina 2ug/L,
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Figura 3-2:

estagio 21;(F) substrato contaminado com atrazina 2ug/L,
estagio 23; (G) substrato contaminado com glifosato 65ug/L,
estagio 17; (H) substrato contaminado com 650ug/L, estagio
21; (1) substrato contaminado com glifosato 65ug/L, estagio
23. Diafanizagédo por KOH e coloragao das cartilagens com
azul de alcian e dos ossos com vermelho de alizarina. Escala

5mm.

Embrides de Podocnemis expansa em vista dorsal. (A)
controle, estagio 17; (B) controle, estagio 21; (C) controle,
estagio 23; (D) substrato contaminado com atrazina 200ug/L,
estagio 17; (E) substrato contaminado com atrazina 2ug/L,
estagio 21; (F) substrato contaminado com atrazina 2ug/L,
estagio 23; (G) substrato contaminado com glifosato 65ug/L,
estagio 17; (H) substrato contaminado com 650ug/L, estagio
21; () substrato contaminado com glifosato 65ug/L, estagio
23. Diafanizacdo por KOH e coloracédo das cartilagens com
azul de alcian e dos ossos com vermelho de alizarina. Escala

5mm.
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1 CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

1.1 AGROTOXICOS

Registros da utilizacdo de produtos fitossanitarios na agricultura datam desde
o século XI, com a utilizagdo de sulfurados. Entretanto, somente a partir do século
XX € que ocorreu o reconhecimento da eficiéncia do controle quimico na producéo
vegetal, com a introducdo da molécula sintética do herbicida DDT
(Diclorodifeniltricloroetano) (MULLER, 1931). Este foi o marco inicial da era “quimica”
na agricultura (NUNES; RIBEIRO, 1999).

Em 1950, com o advento da “Revolugao Verde” no periodo pds-guerra, houve
mudangas no processo tradicional da agricultura, bem como nos impactos causados
ao ambiente e a saude humana (MOREIRA et al., 2002). Por volta da década de 60,
0 uso de inseticidas foi vinculado aos Programas de Saude Publica, com o objetivo
de combater vetores e parasitas (KONRADSENET, 2003). A partir de 1970,
verificou-se a necessidade de regulamentacdo dos agrotoxicos, tendo em vista o0 seu
uso crescente no pais. A Legislacdo foi sendo atualizada através de inumeras
portarias e em 1989 foi criada a Lei dos Agrotoxicos (Lei 7.802, de 11 de julho de
1989), atualizada conforme a necessidade até os ultimos anos (Decreto: Lei 4.074,
04 de janeiro de 2002).

Agrotoxicos, defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas sao apenas
algumas das inumeras denominacdes relacionadas a um grupo de substancias
guimicas utilizadas no controle de pragas animais e vegetais (FUNDACENTRO,
1998). Séo utilizadas em florestas, em ambientes hidricos, urbanos, industriais e em
larga escala na agricultura e pastagens (PERES et al., 2003). De acordo com a
Norma Regulamentadora Rural (NRR) n° 5, acompanhada da Lei Federal n° 7.802
de 11 de julho de 1989, sdo definidos como agrotoxicos os produtos e 0s agentes de
processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acéo

danosa de seres vivos considerados nocivos.
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O Brasil é considerado um dos grandes produtores agricolas mundiais que
relne caracteristicas como competitividade e é&rea disponivel para prover a
demanda de alimentos, fibras e energia renovavel no mundo (ANDEF, 2009). O uso
de tecnologia em toda a cadeia produtiva € fundamental para baixar o custo final de
producdo, acarretando também na crescente utilizacdo de agrotoxicos (PERES et
al., 2005). Com a desestruturacdo ecoldgica do meio ambiente que se agrava pela
remocao de plantas competitivas, selecdo de linhagens, monocultivo, adubacéo
guimica, irrigacdo, podas e controles de pragas e doencas, o controle quimico passa
a ser um mecanismo fundamental para assegurar a protecdo contra baixa
produtividade ou até destruicdo da espécie cultivada (TAVELLA et al., 2011;
JEPPSON et al., 1975). No entanto, cada vez mais o uso desordenado desses
produtos tem causado preocupacdes por parte da sociedade (IBAMA, 2009).

O registro dos agrotoxicos constitui-se no instrumento basico do processo de
controle governamental sobre essas substdncias. Consiste em uma etapa
obrigatéria em varios paises com o intuito de minimizar os riscos a saude humana e
ambiental (PERES et al., 2003). Assim, 0s 0rgaos governamentais envolvidos no
processo possuem a incumbéncia de avaliar as caracteristicas agrondmicas,
toxicolégicas e ecotoxicologicas de cada substancia, como também estabelecer
restricdes e recomendacdes de uso (PERES et al., 2003).

Os agrotdoxicos sao avaliados e classificados de acordo com a sua
periculosidade ambiental e em funcdo dos efeitos a saude. Com relacdo aos riscos
gue os mesmos podem causar no ambiente, esses poluentes sdo divididos em
classes que variam de | a IV: produtos impeditivos de obtencdo de registro ou
produtos altamente perigosos ao meio ambiente (Classe I); produtos muito perigosos
ao meio ambiente (Classe Il); produtos perigosos ao meio ambiente (Classe Ill); e
produtos pouco perigosos ao meio ambiente (Classe 1V). Quanto a sua toxicidade a
saude animal, essa classificacdo ocorre em funcdo dos efeitos estudados em
animais de laboratério que tentam estabelecer a Dosagem Letal (DL) desses
produtos em 50% dos animais submetidos aquela concentracdo (PERES et al.,
2003).

Em 2008, o Brasil assumiu a colocacao de maior consumidor de agrotoxicos e
o terceiro maior exportador agricola do mundo, atras apenas dos Estados Unidos e
da Unido Europeia (TAVELLA, 2011; IBAMA, 2009). Os agrotéxicos sao

classificados no pais de acordo com a sua finalidade, sendo definido pelo seu
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mecanismo de acdo no alvo biologico. Nesse contexto, o mercado dos herbicidas
correspondem a 48%, os inseticidas 25% e os fungicidas (22%), representando
juntos 95% do total de agrotéxicos utilizados (AGROW, 2007).

No Brasil, e em todo o mundo, os herbicidas s&o os mais utilizados dentre os
agrotoxicos, e esse aumento ocorre sobretudo em razado da expansao da fronteira
agricola e do aumento de terras onde é realizado o plantio direto (EMBRAPA, 2003).
O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA, 2009) define herbicida como substancias quimicas que evitam, reduzem ou
eliminam plantas infestantes, ou seja, ervas daninhas. S&o utilizadas para o controle
guimico das plantas consideradas daninhas nas lavouras, que competem por agua e
nutrientes com a planta cultivada, levando vantagens sobre estas e causando
perdas nas culturas. O maior problema no emprego desses herbicidas esta
relacionado a questdo ambiental, visto que a maioria destes compostos apresenta
baixa adsorcdo em solos e altos potenciais de lixiviacdo. Os efeitos adversos da
interacdo poluente quimico — biota pode alcangar diferentes niveis troficos da cadeia

alimentar em um sistema aquatico (AMARANTE et al., 2002).

1.1.1 Atrazina

A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina), pertencente a
classe das triazinas, € um dos herbicidas mais utilizados em todo o mundo e tem
sido encontrada em altas concentracfes tanto em &guas superficiais como
subterraneas (LUDOVIE, ROSTON e FILHO, 2003). E considerada um interferente
enddcrino da classe dos xenostrogénios (substancia produzida para utilizacdo nas
induUstrias, na agricultura e para os bens de consumo), ou seja, pode interferir no
funcionamento do sistema enddcrino de diferentes espécies. No entanto, os efeitos
deste herbicida em organismos em niveis moleculares ainda ndo sao muito bem

conhecidos, principalmente em espécies aquaticas.
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Figura 1-1: Formula estrutural da atrazina.

Importante para o controle de alguns cultivos como abacaxi, cana-de-acucar,
milho, pinus, seringueira, a atrazina teve sua utilizagdo ampla em todos os
continentes (COUTINHO et al., 2005). No entanto, desde 1993, o uso desse
ingrediente ativo foi restrito nos Estados Unidos da América devido a estudos que
constataram riscos de efeitos toOxicos em agua para consumo humano. Na Europa, a
partir de 1989, houve uma baixa comercializacéo de atrazina devido as restricdes de
uso e a competicdo com novos herbicidas menos persistentes no ambiente. Devido
a contaminacdo de aguas subterrdneas e superficiais e a comprovagao que esse
herbicida provoca distarbios endécrinos em peixes e anfibios, esse agrotéxico foi
banido na Alemanha, Austria, Dinamarca, Eslovénia e Itdlia e em toda Uni&o
Europeia (SALABERRIA; HANSEN; ASENSIO, 2009; ATRAZINE, 2008). No entanto,
em paises produtores de grdos como o Brasil e a Argentina, seu uso continua
ocorrendo, sendo detectadas elevadas concentracfes tanto em aguas superficiais
como subterraneas (LUDOVICE, ROSTON e FILHO, 2003).

A meia-vida da atrazina no ambiente, ou seja, o intervalo de tempo em que
uma amostra deste elemento se reduz a metade, depende das condi¢cbes ambientais
e das caracteristicas do solo em questdo, sendo os microrganismos, bem como a
umidade e a temperatura, responsaveis por sua degradacdo (WOLF e MARTIN,
1975). Segundo Gaynor, Mactovish e Findlay (1992), a degradacao deste pesticida
oscila entre 20 e 100 dias, existindo casos superiores a 300 dias. Ja foi relatado que
em temperaturas mais baixas (~7°C) a sua degradacédo foi insignificante, mas se
acelerou acima de 15°C, o que evidencia que a temperatura 6tima para degradacao
estd dentro da faixa de atividade metabdlica maxima dos microrganismos
(MANDELBAUM, ALLAN e WACKETT, 1993). No entanto, quando a atrazina e seus
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metabdlitos alcangam os cursos d’agua sua meia-vida € da ordem de anos (BAIRD,
2002).

A atrazina é comumente detectada no monitoramento de solos e aguas,
devido ao uso intenso, baixa reatividade e solubilidade. Sendo assim, seus residuos
e metabolitos podem ser encontrados nesses locais ap6s um longo tempo de
aplicagdo (MELI et al., 1992). Estudos vém identificando diversos pesticidas em
corpos hidricos, entre eles a atrazina. Em amostras de rios de regides da Itélia e
Espanha, Benvenuto et al. (2010) identificaram compostos triazinicos em amostras
em sete de onze rios estudados. Moléculas de atrazina também foram encontradas
em aguas subterraneas em uma frequéncia de 10 a 20 vezes maior que o segundo
contaminante da lista de ocorréncias catalogadas nos Estados Unidos (HALLBEG,
1989).

O monitoramento de pesticidas em aguas superficiais e subterraneas ainda
ndo é uma pratica muito corrente no Brasil, devido a auséncia de infraestrutura
laboratorial necessaria e aos custos elevados envolvidos na realizacdo das analises
(ARMAS et al., 2007; SOUZA, 2013). No entanto alguns estudos ja verificaram o
herbicida atrazina em amostras do aquifero Guarani (CEDEIRA et al., 2005), bacia
do rio Itajai em Santa Catarina (PINHEIRO, SILVA e KRAISCH, 2010), em areas
agricolas proximas a cidade de Primavera do Leste (DORES, 2001) e em aguas

superficiais e subterraneas do Baixo Jaguaribe, Ceara (MILHOME et al.,2009)

1.1.2 Glifosato

O grande destaque na utlizacdo dos herbicidas é a participacdo do
ingrediente ativo glifosato no mercado brasileiro, que representa 76% do total de
herbicidas comercializados (IBAMA, 2009). Seu uso é aprovado em 26 culturas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), dentre elas algodéo,
café, cana-de-acucar, feijao, milho, soja, trigo, entre outros (MAPA, 2010).

O glifosato, de nome quimico N-(fosfonometil) glicina, € considerado um dos
produtos quimicos mais populares do mercado atual. Foi desenvolvido em 1950
como um potente agente complexo. Em 1970, a Monsanto descobriu sua ampla
atividade como herbicida e no ano seguinte ja foi lancado no mercado como o
produto comercial Roundup® (SMITH e OEHME, 1992).
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Figura 1-2: Férmula estrutural do glifosato.

O ¢lifosato é considerado téxico para organismos aquaticos, pouco toxico
para organismos do solo, aves e abelhas e pouco bioacumulavel. Embora seja
degradado por microrganismos, esse herbicida apresenta persisténcia variavel no
ambiente (NEWTON et al.,1994). Em dados semestrais do ano de 2009, foram
comercializadas no Brasil 71 marcas de produtos formulados a base de glifosato,
registradas por 20 diferentes empresas (MAPA, 2010). Sua meia-vida no ambiente
varia de menos de uma semana a alguns meses, dependendo dos teores de matéria
organica, argila e do nivel de atividade microbiana (TONI et al., 2006; GIESY et al.,
2000; WAUCHOPE et al., 1992).

A avaliacao dos riscos potenciais do herbicida glifosato para a saude humana
e ambiental foi centrada na presenca de residuos nos vegetais e animais destinados
ao consumo humano. Alguns estudos de efeitos adversos em laboratorio e em
campo demonstraram que o glifosato tem baixa toxicidade para abelhas, minhocas e
aves, e gue o risco é pequeno para organismos aquaticos (DALLEGRAVE, 2003).
No entanto, estudos tém demonstrado efeitos negativos desse herbicida sobre a
morfologia normal e reproducdo de minhocas expostas a este agrotoxico (CORREIA
e MOREIRA, 2010), anomalias em fetos de ratos com retardos no desenvolvimento
esquelético (BRAKE e EVERSON, 2004; DALLEGRAVE, 2003), retardo no
crescimento, variacdes anatdmicas em ratos e coelhos (WHO, 1994).

Com relacdo ao contato humano, esse herbicida foi considerado de baixa
toxicidade, volatilidade e de reduzida absorcdo cutanea, tornando sua aplicacdo
segura para trabalhadores que utilizam todos o0s equipamentos de protecéo
(DALLEGRAVE, 2003). No entanto, estudos ja constataram além de rinite,
alteracdes mutagénicas no DNA e dermatites em pessoas que entraram em contato
com esse herbicida (SLAGER et al., 2010; MLADINIC et al., 2009; NIELSEN et al.,
2007)
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Em razdo do seu consumo elevado, associado as suspeitas sobre o seu
potencial de interferéncia no sistema enddcrino humano, o glifosato também foi
incluido na lista dos 14 agrotdoxicos atualmente em reavaliacdo pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2008).

1.2 ECOTOXICOLOGIA

O termo ecotoxicologia é empregado para relacionar os efeitos toxicos das
substancias quimicas e dos agentes fisicos sobre o0s organismos vivos, nas
populacdes e nas comunidades de um ecossistema definido, incluindo ainda os
caminhos da transferéncia desses agentes e sua interacdo com o ambiente (IBAMA,
2009). A capacidade de afetar os ecossistemas ou ecotoxicidade dos agrotoxicos é
variavel e depende das propriedades dos ingredientes inertes e ativos que compdem
0 produto (IBAMA, 2009). Estudos desta natureza tém enfoque mais ambiental, por
meio do envolvimento das substancias quimicas com o ambiente e manutencéo das
espécies que ali se encontram (CUNHA, 2011). Trabalhos toxicolégicos ja ocorriam
ha mais tempo, apesar do termo “ecotoxicologia” ser mais recente. No entanto, a
maioria desses estudos, ndo focavam na manutencdo dos ecossistemas, mas
analisava apenas a toxicidade individual das espécies (CUNHA, 2011).

A toxicidade de um composto quimico depende da frequéncia da exposicao,
da susceptibilidade do organismo, de fatores ambientais e das caracteristicas
guimicas do agente (TOMITA e BEYRUTH,2002; RAND; PETROCELLI, 1985).
Tendo em vista seus habitos alimentares, habitat, comportamento, fase de
desenvolvimento, aparato metabdlico, dentre outros aspectos, a susceptibilidade
pode ser diferentes entre as espécies (CARVALHO e PIVOTO, 2011).

A ecotoxicidade de determinado composto quimico € variavel e depende
também das propriedades dos ingredientes ativos e inertes que compde o produto.
Dependendo de sua toxicidade e do tempo que permanece disponivel no meio
ambiente, os agrotéxicos podem interferir em processos basicos do ecossistema,
como respiracdo do solo, ciclagem de nutrientes, mortalidade de peixes ou aves,
reducdo em populacéo de espécies, entre outros (IBAMA, 2009).

A degradacdo de ambientes aquaticos ocorre devido a descarga direta ou

indireta de efluentes industriais, domésticos ou agricolas ndo tratados corretamente
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e fora dos padrdes das normas ambientais (MARTINEZ e COLUS, 2002). Esses
ambientes sdo altamente vulneraveis as substancias quimicas téxicas, sendo que
diversas classes de compostos sédo agressivas a estes ecossistemas (CARNIATO et
al., 2007).

As espécies podem sofrer exposicdo aguda e/ou crbnica. Na aguda, o0s
organismos entram em contato com 0 composto em apenas um Unico evento ou em
eventos mdultiplos que ocorrem em um pequeno periodo de tempo, variando
geralmente de horas a dias. Os efeitos dessa exposicao sao imediatos, embora ja
tenha sido relatado a producdo de efeitos retardados semelhantes aqueles
resultantes de exposicdo cronica (RAND; PETROCELLI, 1985). Na exposicéo
cronica, segundo 0S mesmos autores, 0S organisSmos Sao0 expostos a baixas
concentragfes do agente toxico, liberado continuamente ou com certa periodicidade
ao longo de um periodo de tempo (semanas, meses ou anos). No entanto, podem
induzir efeitos rapidos e imediatos, em alguns casos.

Os testes de toxicidade vao muito além da letalidade de certas substéncias e
incluem avaliacdo de danos menores e que podem ser continuos em uma geracao.
Geralmente utilizam-se certos organismos como peixes, crustaceos e algas que sao
expostos a determinados agentes tOxicos por um periodo de tempo especifico.
Esses estudos sédo realizados a fim de se investigar os efeitos agudos e crénicos
das espécies, além dos possiveis efeitos desses produtos quimicos na reproducéo e
desenvolvimento dos individuos (KNIE e LOPES. 2004).

Tendo em vista a grande complexidade e variedade das interacdes entre
esses parametros, tornou-se fundamental a padronizacdo de estudos e
monitoramento para avaliar os impactos ambientais. Esses testes sao aplicados
também para avaliar a sensibilidade relativa de organismos aquaticos para
determinado contaminante ou agente toxico ou ainda a eficiéncia de diferentes
métodos de tratamento para efluentes industriais (METCALF e EDDY, 2003). Testes
em laboratorio sdo realizados com organismos aquaticos, principalmente com
peixes, vistos que 0s mesmos podem acumular substancias téxicas em
concentracfes muito acima daquelas encontradas nas aguas onde vivem de forma
direta (HELFRICH et al. 1996). No entanto, ha poucos estudos referentes a

contaminacao e a exposicdo de outros organismos aquaticos, como os Testudines.



21

1.3 TESTUDINES

O territorio brasileiro tem a fauna e flora mais rica de toda a América Latina.
No entanto, apesar de muitos trabalhos desenvolvidos, algumas informagdes sobre
répteis ainda sao preliminares. Esta classe, através de varias adaptacoes,
conquistou o meio terrestre e sua reproducdo ndo mais depende do ambiente
aquatico (SILVA e SASSON, 2003). Dentre os répteis, destaca-se a ordem dos
Testudines que inclui as tartarugas marinhas, jabutis e os cagados, predadores
estes exclusivos de agua doce (SILVA e SASSON, 2003; BANZAN, 2008).

A ordem Testudines é a mais antiga de todas entre os vertebrados atuais,
sendo que a evidéncia féssil mais antiga data do periodo Permiano, que ocorreu a
cerca de 280 milhdes de anos atras (FERRI, 2002). Sao vertebrados diferenciados,
com caracteristicas primitivas e estruturas altamente especializadas que se
desenvolveram ao longo do tempo (POUGH et al, 2008). A historia de vida de muitos
dos representantes desse grupo, principalmente os de grande porte, faz com que
eles sejam vulneraveis ao declinio populacional, devido as baixas taxas de
crescimento e aos longos periodos necessarios para que atinjam a maturidade.
Essas caracteristicas, bem como um longo periodo de vida, estdo associados
geralmente a uma baixa taxa de substituicdo de individuos na populacéo, fato esse
gue pode predispor as espécies ao risco de extincdo (POUGH et al., 2008).

Os Testudines estdo entre os animais mais ameacados do mundo (BONIN,
2006). O Brasil possui 36 espécies distribuidas nos seus mais diversos
ecossistemas aquaticos e terrestres, sendo 29 espécies de agua doce, duas
terrestres e cinco marinhas. Dentre eles, destaca-se a familia Podocnemididae, onde
se encontram as espécies Peltocephalus dumerilianus, Podocnemis unifilis, P.
eritrocephala, P. sextuberculata, P. expansa. Esta Ultima é o maior Testudines de
agua doce da América do Sul (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA,
2014).

1.4 Podocnemis expansa
Popularmente conhecida como tartaruga-da-Amazoénia, tartaruga-verdadeira,

arau ou jurara-acu (LUZ; REIS, 1998), a Podocnemis expansa, assim como todos 0s

representantes de sua ordem, apresentam a carapaga como instrumento de defesa
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e fuga de seus predadores. Alimentam-se de frutos, raizes, folhas e sementes, bem
como moluscos, crusticeos e alguns peixes (IBAMA, 1989).

Podocnemis expansa se caracteriza por apresentar baixa capacidade de
crescimento populacional, alta longevidade e maturidade sexual tardia (POUGH, et
al. 2003). Sédo alvos de caca predatdria para exploragdo de sua carne e ovoOs,
sobretudo por populagdes ribeirinhas (SANTOS, et al. 2003; CARVALHO, 1995).
Esta espécie chega a medir 107 cm de comprimento de carapaga e 90kg
(PRITCHARD, 1979). Pode ser encontrada em rios e lagos (MOLINA, 1996) e na
época de cheia, individuos de todas as faixas etérias vdo para areas alagadas a
procura de alimento. No periodo de seca, juvenis e sub-adultos tendem a
permanecer nesses locais, enquanto os individuos adultos retornam aos rios (VOGT,
2008). O desenvolvomento desses animais € influenciado pela temperatura, trocas
gasosas e hidricas (POUGH; HEISER; JANER, 2008). Sabe-se ainda que a propria
determinacao sexual depende de tais condi¢cdes (MALVASIO, 2001).

A nidificacdo de P. expansa ocorre preferencialmente nas praias ap0s a meia-
noite em grupo de centenas e até milhares (PRITCHARD, 1979; PRITCHARD e
TREBBAU 1984; ERNST e BARBOUR 1989; DUPRE et al. 2007, SALERA JUNIOR
et al., 2009). As fémeas sobem as praias, caminham lentamente pela areia,
escavam um ninho profundo e depositam em média 100 ovos dentro de camaras.
Apoés sua oviposicdo, as fémeas fecham os ninhos e retornam para o rio. Todas
essas etapas desde a saida para a postura e retorno ao rio levam geralmente mais
de duas horas (VANZOLINI 1967, ALHO e PADUA 1982, PRITCHARD e TREBBAU
1984).

Devido a coleta de seus ovos e carne, fonte de proteinas para povos
ribeirinhos que vivem na regido, a populacdo de P. expansa vem sendo reduzida
drasticamente (PEARSE et al.,, 2006; MOLL e MOLL, 2004). Em 2011, foi
regulamentada no Apéndice Il da Convencdo sobre o Comércio Internacional de
Espécies Ameacadas (CITES), e listada segundo a Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza como espécie com baixo risco de extincdo, mas
dependentes de programas de conservacao para sua protecdo (IUCN, 2011).

A grande predacdo de Testudines ocorrida entre os anos de 1960 e 1970
alarmou o Governo Federal Brasileiro, que publicou a Lei n° 5.197 dispondo
protecao sobre a fauna e proibindo a captura, caca ou a coleta de animais silvestres

em qualquer fase de seu desenvolvimento, bem como seus ninhos, abrigos e
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criadouros naturais (ROCHA, 2011). Em 1979, o Governo Federal, com o propdsito
de conservar Testudines de agua doce, estabeleceu o Projeto de Protecdo e Manejo
de Queldnios da Amazbnia. Esse projeto de protecao € coordenado desde 1989 pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA).

O Centro de Conservacao e Manejo de Répteis e Anfibios (RAN) foi criado
em 2001 através da portaria n° 58. E considerado um dos maiores centros de
manejo e conservacao de Testudines do mundo (OLIVEIRA, 2003). O Projeto
Quelbnios da Amazobnia atualmente é coordenado pelo RAN, pertencente ao
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio (ROCHA, 2011;
BATAUS, 1998). Uma das principais metas desse projeto é recuperar e proteger
areas de reproducao, e por meio de estratégias de manejo, aumentar 0 sucesso
reprodutivo das espécies de tartarugas, especialmente P. expansa (BANZAN, 2008;
CANTARELLI, 2006). O mesmo atua em varias localidades do pais, dentre elas as
bacias Amazobnica e Tocantins/Araguaia, areas de ocorréncia natural da espécie
(ROCHA, 2011).

A Area de Protecdo Ambiental (APA) Meandros do Rio Araguaia compreende
as varzeas situadas nos rios Araguaia, Crixas-Acu, Verde e Cristalino e abrange os
Estados de Goias, Mato Grosso e Tocantins, nos municipios de Nova Crixas e Sao
Miguel do Araguaia (GO), Cocalinho (MT) e Araguacu (TO). Com o intuito de
preservar a fauna e a flora da regido de transicdo entre os biomas Cerrado e
Amazonia, entre eles P. expansa, essa area foi criada em 1998 (ROCHA, 2011). O
distrito de Luiz Alves, pertencente ao municipio de Sdo Miguel do Araguaia (GO),
possui area de desova da espécie, popularmente denominada de “Remansao”. Com
40km de extensdo, essa regido apresenta varias praias que anualmente sao

selecionadas por fémeas para oviposicao.
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Figura 1-3: Area de localizac&o das praias onde ocorre a nidificagéo de
P. expansa em Area de Protecdo Ambiental (APA) Meandros do Rio
Araguaia — GO protegidas pelo Centro de Conservacdo e Manejo de
Répteis e Anfibios (RAN/ICMBIo). Fonte: ICMBio MMA.

1.5 DESENVOLVIMENTO OSSEO

O esqueleto pode ser um bioindicador importante para investigar os efeitos de
substancias lancadas no ambiente ou para o estudo do potencial teratogénico de
novas moléculas (BELL et al., 2006). Corresponde a um conjunto de estruturas vivas
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capaz de crescer e sofrer adaptagOes e reparos, desenvolvendo-se juntamente com
as demais estruturas. Estao presentes em quase todas as regibes do corpo e 0s
elementos esqueléticos individuais sdo bastante diversos em sua morfologia e
arquitetura tecidual (VIERIA, 2008; WHITE et al., 2003).

No sentido de se conhecer o desenvolvimento 6sseo de répteis, a ordem
Testudines tem sido objeto de numerosos estudos em embriogénese. Muitos destes
trabalhos focalizaram principalmente a morfologia externa (NORO et al., 2009;
IUNGMAN et al., 2008; BOUGHNER et al., 2007). Alguns autores forneceram dados
gue descreveram a sequéncia de ossificacao do esqueleto (SHEIL e GREENBAUM,
2005; FRANZ-ODENDAAL, 2006). H& ainda trabalhos descrevendo efeitos dos
fatores externos na embriogénese, como exposicdo aos derivados de petréleo
(PACKARD et al., 2000; BELL et al., 2006; WIESNER e IBEN, 2003). No entanto,
apesar da importancia, nenhum estudo experimental de exposicdo a agrotoxicos
durante incubacéo de ovos de répteis brasileiros foi descrito, especialmente no que
se refere ao desenvolvimento 6sseo.

O esqueleto de P.expansa, assim como 0s demais répteis, em sua maior
parte, forma-se e cresce por ossificacdo endocondral, um processo caracterizado
por uma cartilagem intermediaria (VIEIRA, 2008; POGUE et al., 2004; TAGARIELLO
et al., 2005). O processo de formacdo deste molde de tecido cartilaginoso envolve
varias fases em que células mesenquimais pré-condrogénicas formam
condensacoes antes de diferenciarem em condroblastos (POGUE et al., 2008;
VIEIRA, 2008; TAGARIELLO et al., 2005). Cada uma dessas etapas, na transicao
desde condensacdo até diferenciacdo, € caracterizada por padrbes temporais
especificos e varias mudancas ocorrem em periodos previsiveis. Perturbacdes nesta
série altamente orquestrada de acontecimentos em desenvolvimento de cartilagem e
0SS0, crescimento e homeostase, inevitavelmente podem resultar em defeitos do
esqueleto (VIEIRA, 2008; BELL et al., 2006).
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RESUMO: O uso de agrotoxicos € uma pratica bastante difundida na agricultura
brasileira. A dispersao destas substancias € um fator importante na contaminacao da
fauna e da flora. A atrazina, um interferente endocrino da classe dos
xenoestrogénios, € utilizada mundialmente na agricultura e tem seu uso permitido
em diversas culturas no Brasil. A Podocnemis expansa € o maior réptil de agua doce
representante da ordem Testudines da América do Sul. Sua distribuicdo permite o
contato com moléculas comumente utilizadas como agrotoxicos, capazes de
produzir prejuizos as populacbes ndo-alvo. Para avaliar os possiveis efeitos da
exposicdo a atrazina na ontogenia 6ssea desta espécie, ovos foram incubados
artificialmente em areia umedecida com &agua contaminada com atrazina na
concentracao de 0, 2, 20 ou 200 ug/L. Os embrides foram coletados ao longo da
incubacédo e submetidos a diafanizacdo dos tecidos moles por hidréxido de potassio
(KOH) e coloracéo dos ossos pela Alizarina red S e das cartilagens pelo Alcian blue.
Os embribes foram avaliados quanto a presenca de anormalidades durante os
diferentes estagios de desenvolvimento pré-natal de seus elementos esqueléticos.

N&o foi constatada interferéncia da atrazina no desenvolvimento 6sseo durante a
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fase embrionaria de individuos da espécie P. expansa nestas condicbes de

exposicgao.

Palavras-chave: agrotdxicos, contaminacdo, Ecotoxicologia, esqueleto, répteis,

tartaruga-da-Amazonia.
2.1 INTRODUCAO

Com o intenso crescimento da atividade agricola a partir da década de 60, a
utilizacdo de agrotdxicos tornou-se uma pratica comum na cadeia produtiva (Valdes
2010), com o objetivo de reduzir perdas e aumentar a produtividade (Van der Oost et
al., 2003). Desde entéo, inumeros casos de contaminacédo de fauna por agrotoxicos
vem sendo relatados (Cope, 1966; Tanabe e Tatsukawa, 1994; Schiesari et al.,
2006).

A aplicacdo dos agrotoxicos diretamente nos campos de cultivo ndo restringe
sua distribuicdo apenas a area cultivada. Parcelas destas substancias se dispersam
pelo ambiente e sdo capazes de contaminar o solo, ar, agua e a vegetacao (Larson
et al. 1997). A partir destes substratos, animais também sao passiveis de
contaminacao sofrendo direta ou indiretamente os efeitos dos defensivos agricolas
(Fava et al. 1993; Giesy et al.,, 2000; Graymore et al., 2001; Johnston 2001).
Recentemente, residuos de varios agrotoxicos tém sido detectados na América do
Sul, em geral no entorno ou no interior de areas agricolas (Van der Oost et al.,
2003), como em rios e solos brasileiros (Bortoluzzi et al., 2007).

Os herbicidas constituem a classe utilizada em maior volume na agricultura
(IBAMA 2010). Sao suscetiveis a causar efeitos indesejaveis, sobretudo em
ambientes aquaticos, devido a tendéncia em apresentar maior solubilidade em agua
(Hartley et al. 2001; Valdes 2010). No entanto, 0 maior problema no emprego destes
produtos esta relacionado a questdo ambiental, visto que grande parte deles
apresenta alto potencial de lixiviacao, persisténcia no solo, adsorcdo moderada a
matéria organica presente no solo e potencial de fixacdo aos solos e sedimentos,
podendo ainda alcancar lencois freaticos (Amarante Junior et al. 2002; Moura et al.,
2008).

A atrazina € o herbicida mais utilizado e tem sido encontrada em altas

concentragfes tanto em aguas superficiais como subterraneas (Kreutz et al. 2010).
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Sua solubilidade € moderada, com meia-vida de 20 a 100 dias (Mandelbaum et al.,
1993). E utilizada no Brasil para o controle de gramineas e folhas em diferentes
culturas, como sorgo, abacaxi, cana de agucar, pinus e milho (ANVISA, 2003). Pode
ainda, interferir no funcionamento do sistema enddécrino de diversas espécies de
animais (Ghiselli e Jardim, 2007).

O esqueleto configura-se como importante biomarcador na investigagcao dos
efeitos de substancias lancadas no ambiente e também para estudo do potencial de
novas moléculas em produzir alteragées no desenvolvimento dos organismos (Bell
et al. 2006). A literatura cientifica relata o aparecimento de alteracdes nas respostas
fisiolégicas em animais expostos a atrazina, desde eleva¢des no metabolismo total
até o comprometimento nas taxas de crescimento e diminuicdo na alimentacdo
(Miron, 2009). Ezemonye e Tongo (2009) demonstraram que a atrazina pode
acarretar desde efeitos fisiolégicos e bioquimicos, até mortalidade em girinos
expostos a concentracdes mais elevadas. Neuman-Lee e Janzen (2011) relataram o
aparecimento de alteracdes funcionais induzidas pela exposicdo a atrazina em
Testudines. No entanto, sdo poucos os estudos que relatam os efeitos toéxicos da
atrazina em répteis sul-americanos, especialmente em Testudines.

A espécie Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia) pertence a ordem
Testudines e ocorre desde Guianas, Venezuela, Colémbia até o norte e centro-oeste
do Brasil. Habita bacias de grandes rios, como Amazonas, Araguaia e Tocantins
(Bataus 1998; Valenzuela 2001). E um animal de habitos diurnos e vive em grupos.
Sua postura ocorre de setembro a outubro e desovam em média de 100 ovos
(Alves-junior et al., 2012), com eclosédo entre 54 a 68 dias (Ferreira Junior e Castro,
2003).

Salera-Janior et al. (2009) descreveram as relacbes de uso e consumo da
tartaruga-da-Amazonia nas comunidades da bacia do rio Araguaia onde a espécie &
fonte de alimentacédo através da carne e dos ovos, com destaque para 0 consumo
do sangue pela populacéo indigena. A gordura é empregada para fins terapéuticos e
medicinais e o casco dos animais é usado na fabricacdo de adornos. Estes animais,
portanto, podem ser uma fonte de contaminacao indireta ao homem.

O estudo dos efeitos de xenobibticos nesta espécie pode servir como modelo
para a compreensdo dos efeitos em outras espécies de Testudines. Assim, o

propdsito com o presente estudo foi avaliar os efeitos teratogénicos da atrazina no
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desenvolvimento 6sseo de embribes de P. expansa expostos a diferentes
concentracfes durante o periodo de incubacao artificial.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Coleta de ovos

Foram coletados, em outubro de 2012, 240 ovos de P. expansa, em area de
Protecdo Ambiental Meandros Rio Araguaia, Brasil (13° 20" 38" S e 50° 38' 05" W)
com licenga SISBIO/ICMBIio 36957-1/2012. Todos o0s procedimentos foram
submetidos & Comiss&o de Etica na Utilizagdo Animal da Universidade Federal de
Uberlandia e obtiveram parecer favoravel sob o registro CEUA/UFU 055/12.

Os ovos foram removidos dos ninhos e acondicionados em sacos plasticos
com vermiculita umedecida com agua na proporcao de 2:1 v/v e transportados ao
Laboratério de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres da Universidade Federal de
Uberlandia (LAPAS/UFU) para incubacao artificial.

2.2.2 Incubacéo artificial e exposicdo aos agrotoxicos

Os ovos foram incubados artificialmente em quatro bandejas colocadas em
incubadoras de acordo com método de Verdade et al. (1992). Ao longo da
incubacéo, a temperatura foi mantida entre 28 e 31°C com auxilio do termostato e a
umidade relativa do ar foi verificada diarimente através de termohigrometro digital,
variando entre 80 e 100%.

O substrato utilizado para a incubacdo dos ovos foi areia trazida do local de
coleta. Este substrato foi contaminado com o produto técnico atrazina em
concentragcfes determinadas tomando como base o limite maximo de 2ug/L aceito
para contaminacdo por atrazina em aguas de superficie brasileiras estabelecido
pelas resolucées do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 357/2005 e
n° 20/1986. No primeiro dia de incubacao artificial adicionou-se ao substrato agua
destilada contaminada com o herbicida nas concentracdes de 0, 2, 20 e 200 partes

por bilhdo (ppb). Em cada tratamento foram incubados 60 ovos de P. expansa.

2.2.3 Manipulacdo dos embrides
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O dia de acomodagéo dos ovos nas caixas de incubacgéo foi considerado dia
0. A partir deste, foram realizadas coletas de dois ovos de cada incubadora a cada
trés dias até a eclosao, totalizou-se uma média de 40 ovos coletados por tratamento.
Posteriormente a coleta dos ovos, foi realizada eutanasia dos embrides de forma
humanitéria, conforme determinacfes legais, e seguindo orientacdes técnicas
especificas. Desta forma, a casca dos ovos foi cortada com tesoura cirdrgica, 0s
embrides foram removidos e, imediatamente, foi administrado pentobarbital sodico
(Close et al. 1997), em dose superior a 60mg/Kg, por via intracelomatica (Reilly et al.
2001), garantindo a sobredose do anestésico para obtencéo de rapida inconsciéncia
do animal seguida de morte por parada respiratria. Apos a eutanasia, os embrides
foram preservados em formaldeido 3,7% para posterior diafanizacao.

Para analise de cromatografia utilizou-se como material o conteudo liquido do
ovo e a areia utilizada na incubagdo, ambos coletados em intervalos de 5 dias. As
cascas dos ovos foram cortadas com tesoura cirlrgica e o conteudo liquido,
composto por membranas e vitelo, foi separado do embrido e armazenado em
pequenos recipientes de plasticos individualmente. Uma pequena amostra da
prépria areia utilizada na incubacédo dos ovos de cada tratamento foi removida das
incubadoras e acondicionada em recipientes com tampas. Esses materiais apos
coletados seguiram imediatamente para congelamento em temperatura proxima de -
10°C. Posteriormente, as amostras foram transportadas com gelo até o Laboratoério
de Ecotoxicologia no Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Séo

Paulo (USP), situada em Piracicaba, SP.
2.2.4 Diafanizacao de tecidos moles e coloracéo de cartilagens e 0ssos

Os embrides foram submetidos as técnicas de diafanizacdo de tecidos moles
por hidroxido de potassio (KOH) e coloracdo dos ossos pela Alizarina red S e das
cartilagens por Alcian blue, segundo os métodos de Davis e Gore (1936) e
Dingerkus e Uhler (1977) modificados.

2.2.5 Registro e analise dos dados

Os espécimes foram analisados com auxilio de uma lupa estereomicroscopica

(Leica, DM 1000). As caracteristicas morfolégicas da cartilagem e dos ossos dos



44

embrides expostos a atrazina foram comparadas com resultados obtidos por Vieira
(2008) ao descrever a ontogenia dos 0ssos do esqueleto de embribes de P.

expansa.

2.2.6 Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas

Para o processo de extragdo da atrazina no sedimento areia, foi utilizado o
método QUEChERS (Anastassiades et al., 2003; Braganca et al., 2012) sem clean-
up (Carneiro et al., 2013). O extrato obtido foi analisado por cromatografia LC-
MS/MS. Com relacdo a extracdo do herbicida do contetdo do ovo, o método
QUECHhERS (Anastassiades et al., 2003) foi adaptado de acordo com Carneiro et al.
(2013) e o extrato foi submetido ao mesmo procedimento analitico.

Foi utilizado para analise das amostras o sistema cromatografico de fase
liguida acoplado a espectrometria de massas. Para 0 mesmo, contou-se com uma
coluna cromatogréfica (Zorbax Eclipse Plus C18 3,0 x 100mm 3,5 micron), duas
fases moéveis (30 % agua, 0,1 % acido formico, 70 % acetonitrila e 0,1 % &acido
férmico), fluxo de 0,6 ml/min, temperatura da coluna de 30°C e volume de injecdo de
20uL. O espectrdmetro de massas foi operado a uma temperatura de 300°C e o
sistema de ionizacao utilizado foi ESI no modo positivo com 4000V.

Brancos de matriz foram utilizados para o processo de validacdo do método
de analises cromatograficas. Como parametros, foram consideradas: linearidade,
limite de quantificacdo (LQs), recuperacdo, repetitividade e incerteza do método
(Sanco, 2014; INMETRO, 2011). Todos os valores encontrados situam-se dentro
dos aceitaveis pelas normas acima mencionadas, o que demonstra o desempenho

do método analitico empregado.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados 40 embrides de cada tratamento para avaliacdo dos efeitos
da atrazina na ontogenia 6ssea. Apds o processo de diafanizacdo e coloracdo dos
0ssos e cartilagens, estes foram avaliados quanto as caracteristicas
correspondentes ao estagio esperado de desenvolvimento ésseo de acordo com

estudo de Vieira (2008). Nao foram observadas anomalias na ontogenia 6éssea dos
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embrides de P. expansa desde a fase de formacao dos moldes de cartilagem até a

consolidacéo do tecido 6sseo em nenhum grupo experimental (Figuras 1 e 2).

JIN
— A

A 111/

Figura 2-1: EmbriGes de Podocnemis expansa incubados artificialmente em areia contaminada com
diferentes concentracdes de atrazina diafanizados por KOH e corados com azul de alcian
(cartilagens) e vermelho de alizarina (ossos). (A) 20ug/L, estagio 15, vista dorsal; (B) 2ug/L, inicio
do estagio 16, vista ventral; (C) 2ug/L, inicio do estagio 16,vista dorsal; (D) 200ug/L, estagio 20,
vista ventral; (E) 200ug/L, estagio 20, vista dorsal; (F) 2ug/L, estagio 22, vista ventral; (G) 2ug/L,
estagio 22, vista dorsal; (H) 200ug/L, final do estagio 23, vista ventral; (I) 200ug/L, final do estagio
23, vista dorsal. Escala 5mm.
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Figura 2-2: EmbriBes de Podocnemis expansa incubados artificialmente em areia ndo contaminada
diafanizados por KOH e corados com azul de alcian (cartilagens) e vermelho de alizarina (0ssos). (A)
estagio 15, vista dorsal; (B) estagio 16, vista dorsal; (C) estagio 16,vista ventral; (D) estagio 23, vista
dorsal; (E) estagio 23, vista ventral. Escala 5mm.

Os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos encontrados por
Neuman-Lee e Janzen (2011). Estes autores relataram auséncia de interferéncia na
ontogenia 6ssea de embrides de duas espécies de cagados do género Graptemys
expostos ao herbicida atrazina uma Unica vez no inicio da incubacdo. No entanto, 0s
autores chamam atencéo para o fato de que a exposicdo em periodo diferente ou
mais prolongado poderia ter gerado, possivelmente, maior toxicidade para esses
vertebrados. Nesse caso, bem como ocorreu no presente estudo, a exposicao
pontual ao herbicida apenas no inicio da incubacdo nao foi suficiente para acarretar
anomalias 6sseas nos embrides. No entanto, de acordo com 0s mesmos autores, 0S
recém-eclodidos apresentaram menor aptidao fisica e dificuldade de locomocdo. Em
outros estudos, também realizados durante a incubacdo de ovos de Chelydra
serpentina (De Solla et al. 2006), Alligator mississippiensis (Gross, 2001a) e
Pseudemys elegans (Gross, 2001b) onde também houve contaminacdo dos ovos
com concentracdes de atrazina que variaram entre 100 e 500 mg/L, ndo foram

observadas nenhum alteracdo morfoldgica dos individuos neonatos.
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A falta de alteragBes macroscopicas na formacéo do esqueleto de P. expansa
apos exposicdo ao produto técnico atrazina no primeiro dia de incubag&o contrasta
com observacdes relatadas em literatura cientifica, apos exposicdo de outras
espécies a este agrotoxico. Walters et al. (2014) injetaram trés diferentes
concentracfes do herbicida atrazina (1000, 100 e 10ug/Kg) diluidos em alcool etilico
em serpentes da espécie Thamnophis m. marcianus. Apés atingirem a maturidade
sexual e se acasalarem com parceiros advindos do mesmo tratamento, oS neonatos
foram avaliados quanto a alteracbes morfologicas. Constataram-se assim
modificacdes na escamacao dos filhotes, em especial na contagem de escamas
cranianas que ocorreu durante o desenvolvimento embrionario. No entanto, vale
ressaltar que essa contaminagao ocorreu da mae para o feto, e ndo diretamente no
préprio embrido, como foi 0 caso de P.expansa.

Apesar de auséncia de interferéncia no presente estudo, diversos trabalhos
realizados com peixes, anfibios, répteis e mamiferos sugerem que a atrazina pode
afetar ainda as respostas imunes e alterar o sistema endocrino e respostas
neuroendocrinas (ATSDR, 2003). Exposicdo de anfibios a atrazina causou uma
maior incidéncias de sapos hermafroditas (Hayes et al., 2002) e alteracbes no
desenvolvimento de gbnadas (Tavera-Mendonza et al., 2002). Em peixes, esse
herbicida resultou em alteracdes no comportamento natatorio (Steinberg, Lorenz e
Lorenz, 1995), distdrbios reprodutivos (Thibaut e Porte, 2004) e alteracdes
fisiologicas e morfoldgicas de embrides (Wiegand et al., 2008).

Relatos da ocorréncia de mas formacdes de outras espécies expostas a
contaminantes que nao seja a atrazina, corroboram a hipotese de que o tecido
0sseo pode ser afetado pelo contato dos organismos a determinados pesticidas. Em
codornas, a exposicdo a parationa metilica através de inje¢cdo in ovo resultou na
auséncia de dobradura notocordal no embrido jovem, acarretando encurtamento e
contorcdo da coluna vertebral e defeitos na formacdo do esterno, costela e tibia
(Meneely e Wyttenbach, 1989). Nesse experimento os ovos foram expostos ao
inseticida 48 e 72 horas ap0s o inicio da incubacédo. Também foi relatada destruicédo
O0ssea em frangos de corte provocada pela exposicdo a monocrotofés, inseticida
organofosforado (Garg et al., 2004). Alvarez et al. (1994), em estudo com girinos de
rds expostos a duas concentracdes diferentes (0,25 e 1 mg/L) de produto formulado
a base de parationa metilica por 14 semanas, verificaram alteracées da matriz 6ssea

em coluna vertebral e membros dos animais.
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Lind e colaboradores (2004) verificaram composi¢cdo anormal de ossos de
fémeas juvenis de jacarés americanos (Alligator mississippiensis) que viviam em um
lago na Flérida (EUA) poluido no passado com pesticidas como o DDT. Por
tomografia computadorizada quantitativa periférica, esses autores observaram
alteracdes na composicao dos 0ssos longos dos animais expostos, possivelmente
devido ao fato dos contaminantes presentes no lago inibirem a reabsorcédo 6ssea
natural, resultando em maior aumento da massa 6ssea dos mesmos.

No presente trabalho foi utilizado como contaminante moléculas de atrazina
livres de quaisquer outros compostos. Sabe-se que os agrotoxicos comercializados
sdo constituidos pelo principio ativo, por compostos inertes e por substancias que
auxiliam na sua dispersao e absorcado, os surfactantes. Em estudos de exposi¢cao ao
produto técnico formulado (CAS1912-24-9,SigmaAldrich,USA) em peixe de agua
doce (Rhamdia quelen) verificou-se que apés 96 horas de exposicdo em trés
diferentes concentragcbes (2, 10 e 100 pg/L) os individuos apresentaram
vacuolizacdo dos hepatdcitos com areas necrosadas em todas as concentracdes
testadas (Mela et al., 2013). De acordo com os resultados destes autores, verificou-
se gque a menor concentracdo permitida pela Agéncia de Protecdo Ambiental foi
suficiente para provocar alteracdes histopatoldgicas, bioquimicas e fisiologicas
nessa espécie.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, revelou
residuos de atrazina na areia utilizada na incubacédo de ovos de P. expansa, mas
ndo detectou residuos no conteudo liquido destes ovos. Por meio de andlise da
constituicdo da casca destes ovos, verificou-se ainda que este herbicida,
incorporado ao substrato no primeiro dia de incubacéo artificial, interferiu no teor de
fésforo, extrato etéreo e espessura das suas cascas durante a incubacédo dos ovos
(Souza, 2013). Desse modo, €é possivel inferir que estas moléculas néo
atravessaram a casca do ovo e o embrido pode nao ter recebido a contaminacéo.
Sabe-se que a casca do ovo de Testudines exerce papel fundamental para o
embrido, visto que constitui uma fonte de minerais para o embrido durante o
desenvolvimento, controla a troca de gases através dos poros e oferece protecédo
contra a invasao de microorganismos (Kitimasak et al., 2003; Kusuda et al., 2013).

Por meio dos resultados, € possivel sugerir que a casca dos ovos de
Podocnemis expansa serviu como uma barreira de protecdo do embrido contra

possiveis efeitos teratogénicos causados pelos agrotoxicos. Sabe-se que ovos com
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casca rigida sdo afetados pela umidade do ambiente, no entanto, os mesmos
possuem reserva de agua fornecida em grande parte, se ndo exclusivamente, pela
progenitora que é variavel e praticamente independente do ambiente em que o ovo
se encontra (Packard et al. 1981). Essas reservas de agua sao tdo bem isoladas do
ambiente pela casca que a variagdo temporal e espacial do ninho pode ter pouca
influéncia sobre a disponibilidade de agua para o embrido, exceto em condi¢des
extremas (Lesem e Dmi'el, 1986).

A contaminacdo dos substratos por agrotoxicos no presente estudo ocorreu
apenas uma vez, no inicio da incubagdo. Na natureza, no caso de ovos incubados
préximos a rios contaminados, uma situacdo de exposicdo a agrotoxicos pode
ocorrer pontualmente ou durante todo o periodo de incubacdo. Desse modo, a
contaminagdo pontual no inicio deste experimento pode ter sido um motivo da

auséncia de anomalias nos embrides.

2.4 CONCLUSAO

A exposicdo ao produto técnico atrazina, em concentracdes até 100 vezes
superiores as permitidas pela legislacao vigente, ndo resultam em interferéncia na
ontogenia 0ssea de embrides de P. expansa, quando os produtos sao incorporados

ao substrato apenas no primeiro dia de incubacéao artificial dos ovos.
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RESUMO: O Brasil € considerado o maior consumidor de pesticidas do mundo e os
herbicidas representam a classe mais utilizada no pais. A atrazina e o glifosato,
principais representantes destes pesticidas, sdo encontrados contaminando recursos
hidricos de diversos rios brasileiros e estao relacionados a malformacdes de 6rgaos
viscerais e esqueletos de diversas espécies animais. Dentre 0s possiveis
organismos nao alvos, os répteis representam a classe de animais que estédo
indiretamente afetados pela aplicacdo dos agrotéxicos, visto a utilizacdo por estes
de corregos e rios como habitat natural. Sendo assim, objetivou-se avaliar os
possiveis efeitos da exposicdo aos herbicidas atrazina e glifosato na ontogenia
O0ssea de Podocnemis expansa. Ovos foram incubados artificialmente em areia
umedecida com agua contaminada com atrazina na concentracao de 2, 20 ou 200
Mg/L e glifosato na concentragdo de 65, 650 e 6500 pg/L. No grupo controle o
substrato foi umedecido com agua destilada. Foram realizadas coletas de dois ovos
de cada incubadora a cada dez dias até a ecloséo. Para analise do desenvolvimento
do esqueleto, os embrides foram submetidos as técnicas de diafanizacéo de tecidos
moles e coloracdo dos 0ssos pela Alizarina red S e das cartilagens por Alcian blue.
Os espécimes foram analisados com auxilio de uma lupa estereomicroscoépica. As
caracteristicas morfolégicas da cartilagem e dos ossos dos embries coletados

foram comparadas com a descricdo da ontogenia normal disponivel em literatura de
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embrides de P. expansa. Ndo foram observadas anomalias na ontogenia 0ssea dos

embrides em nenhum grupo experimental.

Palavras-Chave: Ecotoxicologia, esqueleto, herbicidas, répteis, tartaruga-da-

AmazoOnia

3.1 INTRODUCAO

O avanco tecnoldgico permitiu a evolucdo de vérios setores relacionados a
alimentacdo, saude e agricultura. No entanto, essas melhorias estdo intimamente
ligadas com a utilizagdo de compostos quimicamente sintetizados, que apesar de
expor homem e meio ambiente, possuem ainda muitas propriedades desconhecidas
(Oga, 2003). Atualmente, os contaminantes ambientais que geram o0s problemas
mais graves oriundos da atividade humana s&o os agrotoxicos. Tendo em vista as
caracteristicas destes compostos e sua persisténcia na biosfera, esse tipo de
poluicdo pode influenciar as comunidades naturais, acarretando impactos e
prejuizos em niveis teciduais e moleculares entre os individuos (Berti et al., 2009;
Bueno-Guimarées et al., 2001).

Em todo o mundo, o uso de herbicidas para o controle de ervas daninhas tém
sido reconhecido como uma pratica agricola. No entanto, seu uso indiscriminado
pode ter impactos sobre organismos nédo-alvos, principalmente em formas de vidas
aquaticas e em seu ambiente (Nwani et al., 2010). O Brasil é considerado o maior
consumidor de pesticidas do mundo (ANDEF, 2012) e os herbicidas representam a
classe mais utilizada no pais (IBAMA, 2010a), sendo a atrazina e o glifosato os seus
principais representantes empregados em territério nacional (IBAMA, 2010b; Cox,
2001).

A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) é mais aplicavel em
areas rurais, sobretudo em culturas de milho, sorgo, cana de acucar, entre outros.
Apesar de ser classificada como moderadamente toxica para espécies aquaticas,
este herbicida € um dos agrotéxicos mais detectados em cérregos, rios, lagos,
represas e aguas subterrdneas (Battaglin et al., 2008; Scrubner et al., 2005;
Battaglin et al., 2003). Ja o herbicida glifosato (N-(fosfonometil)glicina) €, talvez, o
mais importante que ja foi desenvolvido (World Health Organization, 1994). Devido

a sua baixa persisténcia no solo e sua caracteristica biodegradavel, sao realizadas
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repetidas aplicacbes do mesmo para o controle de ervas daninhas em diversas
culturas. Possui grande destaque no mercado brasileiro, representando 76% do total
de herbicidas comercializados (IBAMA, 2009). Consequentemente, grandes
guantidades deste pesticida podem entrar em contato com outros organismos
(Mitchell et al., 1987; Servizi et al., 1987).

Em 2006 houve o pedido para reavaliacdo do herbicida a base de glifosato.
Atualmente o mesmo esta em andamento, de acordo com a Resolugcdo RDC n°
10/2008 (ANVISA, 2014). Apés oito anos de pesquisas, o Grupo de Genética e
Mutagéneses Ambiental (GEMA) de pesquisadores da Universidade Nacional de Rio
Cuarto (UNRC), elaboraram um relatério no qual vinculam a utilizacdo do glifosato
com alteracdes genéticas que podem gerar abortos espontaneos, malformacdes em
fetos e cancer (Torres et al., 2006). No entanto, um dos principais empecilhos
enfrentados para esta reavaliagcdo sédo as acodes judiciais movidas pelos fabricantes
do produtor, a fim de tentar cessar o processo.

A fauna silvestre é exposta a uma grande variedade de condi¢des e produtos
guimicos sintéticos presentes no ambiente. Estudos ecotoxicologicos ja
demonstraram que muitos destes compostos podem afetar a sobrevivéncia das
populacbes de animais silvestres, interferindo na capacidade individual dos
organismos, resultando em doencas ou mesmo afetando sua reproducao (Guillette e
Crain, 2000). Embora ambientes aquaticos estejam sendo contaminados por uma
série de poluentes, pouco se sabe sobre os reais efeitos destes e suas propriedades
toxicoldgicas e riscos a fauna, especialmente aos répteis. Entre estes, a ordem
Testudines tem se revelado de grande importancia no contexto ecotoxicolégico.
Representantes desse grupo apresentam-se Uteis como indicadores de
contaminacao quimica e radioativa por apresentarem ampla distribuicdo geografica,
variedade de habitats e longevidade (Meyersschone e Walton, 1994).

A comunidade de Testudines aquaticos amazo6nicos consistui uma das mais
diversas do mundo (Mittermeier, 1978). A espécie Podocnemis expansa é uma das
principais representantes dessa ordem, sendo considerada o maior Testudines de
agua doce da América do Sul, atingindo até 107cm de comprimento de carapaca e
90kg (Pritchard, 1979). Sdo animais que sofrem influéncias ambientais (temperatura,
agua e trocas gasosas) que interferem tanto no seu desenvolvimento embrionério
como também na determinacdo sexual dessa espécie (Pough et al., 2008; Malvasio,
2001).
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Devido a exploracdo de seus ovos e carne (Pearse et al., 2006) por
ribeirinhos que habitam ao longo dos rios, a populacdo de P. expansa foi
drasticamente reduzida (Moll e Moll, 2004), passando a ser regulamentada no
Apéndice Il da Convencao sobre o Comercio Internacional de Espécies Ameacgadas
(CITES) e listada segundo a IUCN como espécie com baixo risco, no entanto,
dependente de programas de conservacdo (IUCN, 2011). Atualmente, o Centro
Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Répteis e Anfibios, Unidade do Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) é o responséavel pela
realizacdo de projetos de conservacdo e manejo de Testudines, sendo a P. expansa,
uma das espécies mais estudadas e protegidas.

Os organismos aquaticos tém sido sucessivamente expostos a uma variedade
de contaminantes provenientes, sobretudo da atividade agricola, tais como metais
pesados, hidrocarbonetos, compostos organicos e pesticidas (Schnurstein e
Braunbeck, 2001). Tendo em vista a escassez de trabalhos referentes a exposicéo
de Testudines e o0s possiveis efeitos que esses podem ocasionar nesses
organismos, objetivou-se verificar os efeitos dos herbicidas atrazina e glifosato no
desenvolvimento 0sseo de embrides de P. expansa, expostos a diferentes

concentragfes de pesticidas durante o periodo de incubacéo artificial.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coleta dos ovos

Foram coletados, em outubro de 2013, 140 ovos de P. expansa, em area de
Protecdo Ambiental Meandros Rio Araguaia, Brasil (13° 20" 38" S e 50° 38' 05" W)
com licenca autorizada SISBIO/ICMBio 36957-1/2012. Todos os procedimentos
foram submetidos & Comissdo de Etica na Utilizacdo Animal da Universidade
Federal de Uberlandia e obtiveram parecer favoravel sob o registro CEUA/UFU
055/12.

Os ovos foram retirados dos ninhos e acondicionados em sacos plasticos com
vermiculita umedecida com agua na proporcao de 2:1 v/v e transportados em veiculo
oficial ao Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres da Universidade
Federal de Uberlandia (LAPAS/UFU) para incubagéo artificial.
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3.2.2 Incubacgéo artificial e exposi¢cdo aos agrotoxicos

Os ovos foram incubados artificialmente em sete bandejas colocadas em
incubadoras de acordo com método de Verdade et al. (1992). Ao longo da
incubacédo, a temperatura no interior das incubadoras foi mantida entre 28 e 31°C e
a umidade relativa do ar entre 80 e 100%.

O substrato utilizado para a incubacdo dos ovos foi areia trazida do local de
coleta. Este substrato foi contaminado com o produto formulado atrazina e glifosato
em concentracBes determinadas tomando como base o limite maximo de 2ug/L e
65ug/L, aceito para contaminacdo por atrazina e glifosato, respectivamente, em
aguas de superficie brasileiras estabelecido pelas resolu¢cdes do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) n° 357/2005 e n° 20/1986. Os substratos foram
umedecidos diariamente com agua destilada pura e contaminada com Atrazina
PROOF® nas concentracbes de 2, 20 e 200 partes por bilhdo (ppb) e com Glifosato
Roundup Original®, nas concetracdes de 65, 650 e 6500 ppb, obtendo-se assim um
grupo controle e seis grupos experimentais. Em cada um dos tratamentos foram

incubados 20 ovos de P. expansa.

3.2.3 Manipulacéo dos embrides

O dia de colocacdo dos ovos nas caixas de incubacéo foi considerado dia 0.
Foram realizadas coletas de dois ovos de cada incubadora a cada dez dias até a
eclosdo, totalizou-se uma média de 10 ovos coletados por tratamento.
Posteriormente a coleta dos ovos, foi realizada eutanasia dos embrides de forma
humanitaria, conforme determinacfes legais, e seguindo orientacbes técnicas
especificas. Desta forma, a casca dos ovos foi cortada com tesoura cirargica, 0s
embribes foram removidos e, imediatamente, foi administrado pentobarbital sédico
(Close et al., 1997), em dose superior a 60mg/Kg, por via intracelomatica (Reilly et
al., 2001), garantindo a sobredose do anestésico para obtencdo de rapida
inconsciéncia do animal seguida de morte por parada respiratéria. Apds a eutanasia,

os embrides foram preservados em formaldeido 3,7%.

3.2.4 Diafanizacao de tecidos moles e coloragao de cartilagens e 0ssos
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Os embrides foram submetidos as técnicas de diafanizacdo de tecidos moles
por hidréxido de potassio (KOH) e coloracdo dos ossos pela Alizarina red S e das
cartilagens por Alcian blue, segundo os métodos de Davis e Gore (1936) e
Dingerkus e Uhler (1977) modificados.

3.2.5 Registro e andlise dos dados

Os espécimes foram analisados com auxilio de uma lupa estereomicroscépica
(Leica, DM 1000). As caracteristicas morfologicas da cartilagem e dos ossos dos
embribes expostos aos herbicidas foram comparadas com resultados obtidos por
Vieira (2008) ao descrever a ontogenia dos ossos do esqueleto de embrides de P.

expansa.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&do foram verificadas alteracbes Osseas e cartilagineas nos embrides
expostos a atrazina e ao glifosato (Figuras 1 e 2). Apés a analise desses tecidos por
meio da técnica de diafanizacdo e coloracdo dos ossos e cartilagens, os embrides
foram avaliados quanto as caracteristicas correspondentes ao estagio esperado de

desenvolvimento 6sseo com base nos estudos de Vieira (2008).
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Figura 3-1: Embrides de Podocnemis expansa em vista ventral. (A) controle, estagio 17; (B) controle,
estagio 21; (C) controle, estagio 23; (D) substrato contaminado com atrazina 200ug/L, estagio 17; (E)
substrato contaminado com atrazina 2ug/L, estagio 21;(F) substrato contaminado com atrazina 2ug/L,
estagio 23; (G) substrato contaminado com glifosato 65ug/L, estagio 17; (H) substrato contaminado
com 650ug/L, estagio 21; (l) substrato contaminado com glifosato 65ug/L, estagio 23. Diafanizagao
por KOH e coloracdo das cartilagens com azul de alcian e dos 0ossos com vermelho de alizarina.
Escala 5mm.
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Figura 3-2: Embrides de Podocnemis expansa em vista dorsal. (A) controle, estagio 17; (B)
controle, estagio 21; (C) controle, estagio 23; (D) substrato contaminado com atrazina 200ug/L,
estagio 17; (E) substrato contaminado com atrazina 2ug/L, estagio 21; (F) substrato contaminado
com atrazina 2ug/L, estagio 23; (G) substrato contaminado com glifosato 65ug/L, estagio 17; (H)
substrato contaminado com 650ug/L, estagio 21; (I) substrato contaminado com glifosato 65ug/L,
estagio 23. Diafanizacédo por KOH e coloragdo das cartilagens com azul de alcian e dos 0ssos com

vermelho de alizarina. Escala 5mm.

Com relacdo aos agrotoxicos utilizados no presente estudo, verificou-se que

tanto a atrazina quanto o glifosato sdo alvos de muitos estudos, principalmente no

gue se refere a interferéncia de sua exposicdo em seres vivos. A auséncia de efeitos

adversos em animais expostos a estes contaminantes também séo relatados em

outras espécies. Le Mer et al. (2013) contaminaram ovos de uma espécie de peixe

(Gasterosteus aculeatus) em laboratorio durante a incubacdo por cerca de 42 dias,

utilizando quatro concentracdes dos herbicidas atrazina e glifosato (0,1; 1; 10 e 100

ug/L). Apoés eclodidos, os alevinos foram avaliados quanto a sua massa

(comprimento, peso umido) e foram realizados testes bioquimicos e histologicos

(andlise do gendtipo e fendtipo). De acordo com esses testes, ndo foi registrado
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gualquer efeito significativo nas fases iniciais desses alevinos causados por esses
pesticidas.

Estudos realizados com répteis utilizando a formulacdo a base de glifosato
Roundup® verificaram uma diminuicdo na contagem de glébulos brancos, um
aumento de anticorpos heterofilos, alteracdes nas proteinas plasméticas, além de
um efeito negativo sobre o crescimento em jovens jacarés da espécie Caiman
latirostris (Latorre et al., 2013). Nesse trabalho, individuos jovens foram expostos
durante dois meses a concentragdes de 11 ou 21 mg /L do herbicida em questéo e
comparados com o0 grupo controle, sendo essa concentracdo diminuida
progressivamente ao longo do periodo de exposi¢cao para simular a degradacdo do
glifosato na 4gua. Vale ressaltar que nesse estudo os organismos foram expostos
diretamente em contato com o0s agrotdéxicos em questdo, 0 que nao ocorreu No
presente estudo.

Diversos trabalhos séo realizados, sobretudo com anfibios frente a toxicidade
de agrotoxicos, sendo um dos motivos o fato da absorcdo de pesticidas ser mais
rapida nesses animais do que em outros vertebrados (Quaranta et al., 2009). Em
Relyea (2005) a pulverizacdo direta do glifosato em taxas de aplicacéo
recomendadas nos Estados Unidos, resultaram em 79% de mortes de ras e sapos
juvenis nas primeiras 24 horas de experimento e até 30% em outra pesquisa
realizada com anuros colombianos (Bernal et al., 2009). No entanto, sabe-se que
nem todos os herbicidas a base de glifosato apresentam riscos imediatos para
anfibios sob condicbes de campo, pois a mortalidade pode variar entre 0% e
aproximadamente 80%, dependendo da sua formulacdo (Dinehart et al., 2009).
Desse modo, assim como a taxa de mortalidade, € possivel inferir que, com base na
formulacdo utilizada, efeitos adversos da exposicdo a esses contaminantes em
animais, bem como em P. expansa, podem sofrer variacdes.

Com relacdo a exposicdo ao herbicida atrazina, Storrs e Semlitsch (2008)
demonstraram que os anfibios que apresentam menor periodo larval e
consequentemente rapido desenvolvimento sdo mais suscetiveis a contaminacéo da
atrazina. Outros autores afirmam ainda que a exposicdo a esse herbicida pode
causar hermafroditismo, desmasculinizacdo e ma formacdo no desenvolvimento de
gbnadas de ras touro (Xenopus laevis) (Hayes et al, 2003; Hayes et al., 2002). Com
relacdo aos efeitos de atrazina em répteis, poucos estudos ja foram realizados. De

Solla et al. (2006) verificaram mudancgas no desenvolvimento gonadal de Chelydra
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serpentina em resposta a diferentes concentracdes de atrazina. Verificou-se ainda
gue a exposicdo a atrazina durante o desenvolvimento embrionario de cagados das
espécies Graptemys ouachitensis e Graptemys pseudogeographica inibiu o
comportamento de fuga e reducdo da sobrevivéncia pds-eclosdo (Neuman-Lee e
Janzen, 2011). No entanto, ndo se avalidou a aptidao fisica como parametros para
P. expansa.

Outros estudos demonstram ainda efeitos fisiologicos e bioquimicos nos
organismos vivos. Os herbicidas glifosato e atrazina afetaram a eficiéncia da
fagocitose de células imunoldgicas de peixes (Rhamdia quelen), apresentando maior
suscetibilidade a infeccdes de bactérias (Kreutz et al., 2010). Apds a exposi¢cdo em
concentragdes subletais desses pesticidas por 96 horas, os autores relataram uma
diminuigc&o significativa do numero de células e o indice fagocitario intraceloméatico
foi observado. Esses organismos foram também mais susceptiveis a bactérias
patdgenas. Estudos de avaliacdo dos efeitos de embriotoxicidade, fetotoxicidade e
potencial teratogénico com atrazina em ratos e coelhos também contrastam com o
nosso resultado. O composto foi administrado por via oral em doses de 0, 10, 70 ou
700 mg/kg para grupos de ratos com gestacdo de 6-15 semanas; e em doses de 0,
1, 5 ou 75mg/kg para coelhos com gestacdo de 7-19 dias (Infurna et al., 1988).
Foram observadas toxicidade materna e fetal nas maiores concentracdes tanto em
ratos quanto em coelhos, no entanto, ndo se verificou anomalias teratogénicas em
ambas as espécies.

Em estudos de efeitos de toxicidade na reproducdo de ratos, onde as
progenitoras foram expostas a 500, 750 ou 1000mg/kg por via oral de glifosato
formulado, verificou-se alteracdes como ossificacdo incompleta do cranio, aumento
de fontanelas, biparticdo dos o0ssos interparietais, supraoccipial, auséncia de
vértebras caudais, costela onduladas e auséncia de ossificacdo dos metatarsos e
falanges dos membros pelvinos. Foram verificas alteracbes em todas as
concentracgfes utilizadas (Dallegrave, 2003). Isso demonstra o poder teratogénico do
glifosato, apesar de néo ter observado alteracbes 6sseas em P. expansa. Nestes
animais a casca pode ter formado uma barreira protetora vital.

A casca dos ovos de Testudines tem um papel de extrema importancia para o
embrido, visto que controla a troca de gases através dos poros, € fonte de minerais
para o embrido e oferece protecdo (Kusuda et al.,, 2013; Kitimasak et al., 2003).

Tendo em vista a metodologia empregada e os resultados obtidos no presente
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estudo, pode-se sugerir que a casca configurou-se em uma importante barreira de
protecéo para o embrido, ndo permitindo que os herbicidas utilizados alcan¢cassem o
conteudo interno do ovo. Em outros estudos, referentes a composi¢cdo quimica dos
ovos de Testudines, verificou-se que a casca confere tdo bem o isolamento do
embrido a partir do ambiente que nem mesmo a umidade externa pode influenciar
no desenvolvimento dos filhotes, a ndo ser em condigdes extremas (Lesem e Dmi'el,
1986). Em exposicdo de ovos de P. expansa ao produto técnico atrazina em apenas
um Uunico dia em incubacédo artificial, verificou-se modificacbes na composicao
guimica da casca, referente a teor de fésforo, gordura e espessura, no entanto, nao
se evidenciou nenhum efeito teratogénico na ontogenia 6ssea dos filhotes (Souza,
2013).

Com relacdo a auséncia de alteragcbes macroscopicas na ontogenia 0ssea de
P. expansa ap0s a exposicdo aos pesticidas atrazina e glifosato, o presente estudo
constrata com a maioria das observacdes relatadas em literatura cientifica utilizando
outros pesticidas. Em estudos com fémeas juvenis de Alligator mississippiensis, que
residem no Lago Apopka, na Flérida, contaminado com DDT, Lind et al. (2004)
observaram, por meio de tomografia, maior densidade trabecular em 0ssos longos, o
gue sugere que a reabsorcdo 6ssea nesses animais foi comprometida por meio de
inibicdo da atividade osteoclastica.

Estudos com malformacgdes em anfibios e peixes também constataram efeitos
teratogénicos. Girinos de ras (Rana perezi) foram mantidos por 14 semanas em
agua contendo dois niveis letais de inseticidas ZZ-Aphox® (Carbamato) ou Folidol®
(Organofosforado) em concontracdes de 0,25 e 1mg/L. Essa contaminacao resultou
em malformacdes na coluna vertebral e/ou membros dos individuos, além de
diferenca na composicdo da matriz 6ssea e presenca anormal de vascularizacao no
peridsteo (Alvarez, 1995). Wells e Cowan (1982) verificaram displasia vertebral em
peixes expostos ao herbicida Trifluralina. Em experimento realizado em tanques, a
espécie Salmon parr foi exposta a trés doses do contaminante (0,5, 0,25 e 0,01
mg/L) por um perido de 16 horas durante dez dias. Exames radiograficos
evidenciaram sinais claros de danos vertebrais nesses animais sobretudo os que
ficaram em contato com as maiores concentracdes. Pela analise desses resultados,
€ possivel verificar que 0s organismos expostos por esses autores foram colocados
em contato direto com os agrotoxicos, alterando assim sua morfologia, o que nao se

realizou no presente estudo com P. expansa.
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MalformagBes Osseas também foram verificadas em recém nascidos de
galinhas. Uggini e colaboradores (2010) injetaram inseticidas comerciais em
diferentes concentracbes em ovos de galinha incubados no dia zero. ApGs a
eclosdo, analisou os filhotes vivos e mortos. Os espécimes foram tratados com
alizarina e alcian blue para andlise dos ossos e cartilagens. Malformacdes
embrionarias foram encontradas no esqueleto axial e apendicular em todas as
concentragfes utilizadas. Na menor concentracdo (0,01 pg) os efeitos ndo foram
muito Obvios morfologicamente, mas com o aumento da concentracdo verificou
efeitos mais evidentes como pernas tortas e falanges distorcidas, deformidade no
bico, esterno, costela, entre outros. Além desse estudo, outros experimentos com
aves corroboram esses achados (Ahmad e Asmatullah, 2007; Anwar, 2003; Rao et
al., 1992).

Apesar da contaminacdo diaria utilizando os produtos formulados Atrazina
PROOF® e Glifosato Roundup Original® n&o se evidenciou alteracbes no
desenvolvimento 6sseo de P. expansa. No entanto ndo se pode afirmar que essa
exposicao nado tenha alterado outros padrdes, como os fisioldgicos, neuroldgicos ou
comportamentais dos individuos avaliados, como foram observados e discutidos por

outros autores.

3.4 CONCLUSAO

A exposicao aos herbicidas comerciais atrazina e glifosato, em concentracées
até 100 vezes superiores as permitidas pela legislacdo vigente, ndo resultam em
nenhuma anomalia 6ssea dos embrides de P. expansa expostos diariamente aos

agrotoxicos, durante a ontogenia.
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