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RESUMO

A agricultura é considerada um setor fundamental da economia brasileira; entretanto, o alto
CoNsumo e uso excessivo de agrotoxicos gera preocupacgdes acerca da contaminacao ambiental
e dos impactos causados a biodiversidade. Os anfibios estdo entre os animais mais sensiveis a
contaminagdo por agrotdxicos, principalmente durante seus estagios de vida larvais, quando
apresentam elevada permeabilidade cutanea. Diversas espécies de anuros brasileiras tém sido
registradas em areas abertas de cultivo em todo pais; contudo, pouco ainda é conhecido a
respeito da toxicidade da maioria dos produtos agricolas para esse grupo animal. Uma
abordagem eficaz para compreender os efeitos da exposicdo aos agrotoxicos em sistemas
aquaticos € por meio do uso de modelos ecossistémicos abertos, conhecidos como
mesocosmos, 0s quais consideram oscilagdes em condicGes ambientais relevantes, que
desempenham papel crucial na dindmica e estruturacdo das comunidades. Neste trabalho, os
efeitos do fungicida tebuconazol (TBZ) em girinos de Aquarana catesbeiana foram avaliados
a partir de parametros comportamentais associados a atividade de resposta a um predador
(frequéncia de agregacdo social e de aproximacdo ao predador), sob concentracGes
ambientalmente previstas (30 pg/L) e condi¢des representativas de regides tropicais. Apos 7
dias de exposi¢do em mesocosmos, foi observado que os girinos expostos ao TBZ diminuiram
a frequéncia de organizagdo em cluster e obtiveram um maior grau de aproximagdo do
predador, quando comparados com o grupo controle. Apesar de ndo causar mortalidade, o TBZ
pode prejudicar respostas biolégicas importantes nos girinos, reduzindo a percepcao de seus
predadores no ambiente. Os efeitos comportamentais causados pelo TBZ podem estar
relacionados ao potencial efeito neurotoxico deste fungicida, o qual sera avaliado pela atividade

da enzima acetilcolinesterase em uma proxima etapa deste trabalho.

Palavras-chave:  Anfibios, contaminacdo, fungicidas, = mesocosmos, fisiologia

comportamental.



ABSTRACT

Agriculture is considered a fundamental activity in the Brazilian economy; however, the high
consumption and excessive use of pesticides raise concerns on the environmental
contamination and the impacts to the biodiversity. Amphibians are among the most sensitive
animals to pesticide contamination, especially during their larval life stages, when they exhibit
high skin permeability. Several species of Brazilian anurans have been recorded in open
agricultural areas throughout the country; nevertheless, knowledge about the effects and
toxicity of most agrochemicals on this group remains limited. An effective approach to
understanding the effects of pesticide exposure in aquatic systems is through open ecosystem
models, referred to as mesocosms, which incorporate fluctuations in relevant environmental
conditions that play a crucial role in the dynamics and structuring of communities. In this study,
the effects of the fungicide tebuconazole (TBZ) on Aquarana catesbeiana tadpoles were
evaluated based on behavioral parameters associated with predator response activity (frequency
of social aggregation and predator approach), under environmentally predicted concentrations
(30 pg/L) and conditions representative of tropical regions. After seven days of exposure in
mesocosms, tadpoles exposed to TBZ decreased their frequency of clustering behavior and
presented a higher degree of predator approach when compared to the control group. Although
TBZ caused no mortality, it may impair important biological responses in tadpoles, reducing
their ability to perceive predators in their habitat. The behavioral effects caused by TBZ may
be related to its potential neurotoxic action, which will be evaluated through the activity of the
enzyme acetylcholinesterase in the next stage of this study.

Keywords: Amphibians; contamination; fungicides; mesocosms; behavioral physiology.
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1. INTRODUCAO

Com o crescimento populacional e o desenvolvimento da sociedade, o aprimoramento
da agricultura e da producéo de alimentos, buscando atender as necessidades da populacéo,
tornou-se imprescindivel. Em 1960, o Brasil vivenciou a chamada Revolucdo Verde, cujo
objetivo era aumentar a producdo agricola por meio de incentivos fiscais e financiamento. O
avanco tecnoldgico nos setores produtivos relacionados & agricultura introduziu, neste
contexto, o uso de agrotdxicos com o objetivo de controlar pragas agricolas, resultando em um
aumento da produtividade das areas de cultivo (MENEZES et al., 2021). Atualmente, a
agricultura é um pilar essencial da economia brasileira, e o pais se consolidou globalmente
como um dos maiores produtores de alimentos (JANUARIO et al., 2021; SILVA et al., 2022).
Como consequéncia, o consumo nacional de agrotéxicos cresceu substancialmente, colocando
0 pais no ranking dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo. De acordo com o
relatério emitido pela Organizacdo das Nac¢des Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO),
o Brasil foi o0 pais que mais usou agrotdxicos em 2021, aplicando em suas lavouras quantidades
de agroquimicos superiores aos da China e os Estados Unidos juntos (KONCHINSKI, 2024).
Em 2025, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) registrou 365
ingredientes ativos para producao de mais de dois mil produtos formulados (AGROFIT, 2025).
Um dos principais problemas associados ao uso excessivo, e muitas vezes
indiscriminado, de agrotoxicos, é que grande parte dos produtos aplicados nas lavouras atinge
areas ndo alvo, como os corpos hidricos nas proximidades, impactando negativamente 0s
organismos silvestres (BOTELHO et al., 2020; MENEZES et al., 2021). O ambiente aquatico
¢ mencionado como um dos principais destinos dos agrotdxicos e fertilizantes agricolas,
principalmente devido ao processo de lixiviacdo e escoamento superficial da agua da chuva
(HESS et al., 2014). Dentre os diversos integrantes das comunidades aquaticas que podem ser
afetados pela presenca destes contaminantes em seus habitats estdo os anfibios, animais
bastante sensiveis aos xenobidticos durante suas fases de vida larvais devido a elevada
permeabilidade cutanea (FREITAS et al., 2019; GIROTTO et al., 2022).

Muitas espécies de anfibios de regides tropicais utilizam pogas e lagoas temporarias
formadas ap0s intensos periodos de chuva para a reproducio (SCHIESARI e CORREA, 2016).
Estes habitats oferecem condi¢des adequadas para a desova e desenvolvimento dos girinos,
além de apresentarem um menor numero de predadores aquaticos permanentes, oferecendo
assim um ambiente mais seguro para 0s ovos e as larvas. No entanto, é comum que essas lagoas
estejam inseridas em areas agricolas ou préximas a elas, favorecendo a contaminacéo por

agrotoxicos, esse problema ¢é agravado pelo baixo volume de agua, pela limitada capacidade de



diluicdo e baixa habilidade de dispersdo dos animais (GIROTTO et al., 2022; FREITAS et al.,
2022). A exposicdo de anfibios aos agrotoxicos tem sido associada a um aumento na
mortalidade de individuos e desenvolvimento de uma série de efeitos subletais, como
malformacdes, atraso na metamorfose dos girinos, anormalidades gonadais em adultos,
genotoxicidade, alteracdes comportamentais, entre outros (BLAUSTEIN e KIESECKER,
2002; KLOAS et al., 2009; PELTZER et al., 2013; FREITAS et al., 2016; FREITAS et al.,
2017a,b; MOREIRA et al., 2019; FREITAS et al., 2019; FREITAS et al., 2022). Atualmente,
os anfibios sdo o grupo de vertebrados mais ameacados de extingdo do planeta, com cerca de
41% das espécies em situacdo risco (IUCN, 2024). Neste cenario, a poluicdo por agrotéxicos é
indicada como um fator importante associado ao declinio populacional de muitas espécies
(HAYES et al., 2010; FRYDAY e THOMPSON, 2012; AGOSTINI et al., 2020; FERRANTE e
FEARNSIDE, 2020).

O Brasil possui a maior riqueza de espécies de anfibios do mundo, com cerca de 1194
espécies descritas, sendo a maioria delas endémicas (AMPHIBIAWEB, 2025). No entanto,
pouquissimo ainda é conhecido a respeito da toxicidade da maioria dos ingredientes ativos dos
agrotoxicos e suas formulacGes comerciais para o0 grupo. Apesar de um consideravel
crescimento no numero de estudos ecotoxicoldgicos investigando os impactos da agricultura e
da exposicdo aos agrotoxicos nestes animais, especialmente na América Latina, (COSTA et
al., 2024), a maioria dos trabalhos utiliza ensaios de exposicao laboratoriais controlados, muitas
vezes nao representativos das areas de estudo. Embora estes estudos fornecam informacdes
bastante valiosas, é de conhecimento cientifico que diversos estressores ambientais, tais como
temperatura, pH, e taxa de oxigénio dissolvida, podem intensificar a toxicidade desses
contaminantes nestes animais (FREITAS et al., 2016, 2017a; 2017b; GROTT et al., 2021;
FREITAS et al., 2022).

Uma alternativa eficaz para analisar as consequéncias biologicas da exposi¢do aos
agrotoxicos em anfibios € o uso de lagoas artificiais, conhecidas também como mesocosmos,
0s quais simulam sistemas Iénticos de dgua doce. Estes modelos sdo considerados mais realistas
pois levam em conta as oscila¢fes naturais de fatores abidticos relevantes, proporcionando uma
visdo mais precisa dos efeitos da exposicao a substancias quimicas, em condicdes que refletem
as complexidades e dindmicas dos ecossistemas aquaticos. Dentre os agrotoxicos de interesse
devido as suas agdes toxicoldgicas para organismos nao-alvo, destaca-se o tebuconazol (TBZ),
um dos fungicidas mais aplicado em lavouras no pais e que tem sido comumente encontrado
em ambientes aquaticos e solos de todo o mundo (BERNABO, et al., 2016; BERNABO et al.,
2020; WARSNESKI et al., 2024). O TBZ pertencente ao grupo quimico dos triazois, com acdo



inibitéria do citocromo P450 e enzimas dependentes, interferindo na sintese de esterois
essenciais da membrana celular do fungo, prejudicando seu desenvolvimento (BERNABO et
al., 2020; WARSNESKI et al., 2024). Ele é classificado como muito perigoso ao meio
ambiente (classe I1) (Agrolink, 2025) e foi descrito atuar como desregulador endocrino em duas
espécies de anfibios (BERNABO et al., 2020; WARSNESKI et al., 2024). A exposi¢do ao
TBZ, mesmo em concentragfes consideradas ambientalmente relevantes, tambeém diminuiu a
sobrevivéncia, alterou o desenvolvimento, induziu malformacdes e lesbes graves no figado e
nos rins, causou alteracdes na maturacdo das gbnadas e aumentou ocorréncia de intersexo em
Hyla intermedia (BERNABO et al., 2016; BERNABO et al., 2020). Foram também relatados
efeitos como retardo na metamorfose, estresse oxidativo e lesdes hepaticas em girinos de Boana
faber expostos ao fungicida (WARSNESKI et al., 2024). As concentragdes de letalidade do
tebuconazol sdo ainda desconhecidas para a maioria das espécies de anfibios, com registros de
CL50 (concentracdo letal para 50% da populacdo) disponiveis apenas para duas espécies,
Physalaemus cuvieri, com CL509sn de 0,98 mg/L e Xenopis tropicalis com CL504g, de 7,29
mg/L (WRUBLEWSKI et al., 2018; LI et al., 2016). Apesar de diversas evidéncias cientificas
apontando os efeitos prejudiciais causados pelo TBZ em anfibios e outros organismos
aquéaticos, a acdo toxica deste agrotoxico ainda ndo é completamente compreendida,
principalmente considerando ensaios ecotoxicologicos em sistemas de exposicdo em semi-

campo.

2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, os anfibios sdo o grupo de vertebrados com maior nimero de espécies
ameacadas no planeta (IUCN, 2024). Entre outros fatores, a poluicdo ambiental derivada do
uso exacerbado de agrotoxicos exerce grande pressdo sobre populacbes de anfibios,
potencialmente acelerando o declinio de muitas espécies, especialmente aquelas residentes ou
visitantes de &reas agricolas. Os anfibios sdo altamente sensiveis a acdo de contaminantes
ambientais e podem ser considerados bioindicadores importantes, devido a sua alta
permeabilidade cuténea e por transitarem entre 0os compartimentos aquaticos e terrestres ao
longo de seu ciclo de vida. O declinio de populacdes de anfibios pode causar impactos
proeminentes a um ecossistema, ja que eles desempenham papéis ecoldgicos cruciais, como o
controle de insetos e a dindmica das relagdes predador-presa entre diferentes niveis bioldgicos.
Apesar disso, pouco ainda é conhecido sobre a toxicidade de muitos produtos agricolas para
estes animais, principalmente considerando condigfes de exposicdo em mMmMesocosSmos.

Considerando que o Brasil abriga o maior nimero de espécies de anfibios do mundo, ao mesmo



tempo em que € um dos maiores consumidores mundiais de agrotéxicos, se torna de suma
importancia compreender os efeitos desses contaminantes no grupo, em condigdes que sejam
representativas para regifes de clima tropical. Este trabalho é parte de uma iniciativa que visa
expandir o conhecimento sobre os efeitos toxicologicos da exposicdo de anfibios a agrotoxicos
de ampla utilizacdo nacional, considerando concentracdes previstas no ambiente. O uso de
mesocosmos para a avaliacdo das consequéncias bioldgicas dos agrotdxicos, além de relevante,
confere um carater inovador a este trabalho, j& que é escasso o numero de equipes mundiais
utilizando lagoas artificiais em sistemas de semi-campo para estudos ecotoxicologicos com
anfibios. Ao buscar compreender melhor os impactos das atividades antrépicas na vida silvestre
aquatica, este estudo visa contribuir para melhores estratégias de preservacdo de anfibios no
Brasil, alinhando-se aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizagdo das
Nacdes Unidas, ONU (ODS 14, Vida na Agua).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral analisar a toxicidade do fungicida TBZ em
girinos de Aguarana catesbeaiana, considerando exposi¢cdes em mesocosmos e concentracdes
ambientalmente relevantes e previstas para aplicacdo em campos agricolas brasileiros. Foi
pretendido compreender, em um cenario representativo de regido tropical, os potenciais
impactos negativos gerados pela exposicao a este fungicida em anfibios, durante seus estagios

larvais.

3.2. Objetivo especifico

Neste trabalho, a toxicidade comportamental causada por exposicdo a uma
concentracdo ambientalmente relevante do TBZ em sistemas ecossistémicos abertos foi
avaliada a partir das analises das respostas de reacdo a um predador e comportamento social de

agregacao dos girinos.

4. METODOLOGIA

4.1. Organismos

Para este experimento foram utilizados girinos no estagio 25 de Gosner (Gosner, 1960)
da espécie Aquarana catesbeiana (Figura 1), considerada modelo experimental em
ecotoxicologia para anfibios, e previamente utilizada em experimentos de exposi¢cdo em

mesocosmos por nosso grupo de pesquisa (FREITAS et al., 2022). Por apresentar girinos de



maior tamanho corporal, o que viabiliza a coleta de tecidos para as analises biologicas, ter
fisiologia conhecida, e responder de forma sensivel as alteracdes dos parametros ambientais, a
espécie foi eleita, neste trabalho, como modelo bioldgico. Os girinos foram fornecidos pelo
Centro de Aquicultura da UNESP (Caunesp) de Jaboticabal e passaram por um periodo de

aclimatacdo em laboratorio antes da exposicao.

Figura 1 - Girino de Aquarana catesbeiana.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2. Caracterizacdo dos contaminantes
O ingrediente ativo utilizado neste estudo foi o tebuconazol em sua formulacédo
comercial, Tebuco 430 SC Notox (430g/L de tebuconazol), o qual é comumente aplicado nos

campos agricolas.

4.3. EXposi¢cdo em mesocosmos

Para a avaliacdo das consequéncias bioldgicas sobre os anfibios, os experimentos foram
realizados em mesocosmos, 0s quais representam sistemas lénticos de dgua doce, analogos a
corpos d’agua de paisagens brasileiras. A estrutura foi instalada no Centro de Recursos
Hidricos e Estudos Ambientais (CRHEA) em novembro de 2024, na Universidade de Sao Paulo
(USP), em Séo Carlos - SP, Brasil, em parceria ao Nucleo de Ecotoxicologia e Ecologia
Aplicada (NEEA). Cada mesocosmo consistiu em um compartimento de polipropileno de
1515L, 160 cm de diametro e 60 cm de profundidade, os quais foram parcialmente enterrados
para evitar superaquecimento da agua (Figura 2). Uma camada de sedimento foi inserida (10
cm de profundidade) para cobrir a base do tanque, e entéo, a 4gua foi posteriormente adicionada
a partir do pogo artesiano que abastece 0 CRHEA. Os mesocosmos permaneceram abertos ao
acumulo natural de material externo e a colonizacgéo de algas e fauna aquatica e semiaquatica
local, tais como, libélulas, besouros, insetos aquaticos, entre outros. Os girinos de A.

catesbeiana foram inseridos nos mesocosmos somente apds o periodo de estabilizacdo, dos



quais foram tomadas medidas semanais dos parametros pH, condutividade, temperatura,
turbidez e oxigénio dissolvido, a partir de uma sonda multiparamétrica YSI ProDSS. Cada
tratamento foi representado por trés mesocosmos, 0S quais receberam 0S MesmMOS
procedimentos experimentais e foram utilizados como réplicas. Trés mesocosmos foram
destinados ao grupo controle, e ndo receberam nenhum tipo de tratamento quimico. Estes
mesocosmos serviram como referéncia para as andlises dos efeitos de exposicdo ao TBZ.
Outros trés mesocosmos receberam aplicagdo Unica de 30,94 ug/L de TBZ, utilizando a
Concentracdo Ambiental Prevista (PEC), baseada no pior cenario de contaminacdo para 0s
sistemas aquaticos, considerando auséncia de retencdo no solo, o diametro e a profundidade de

cada mesocosmo.

Figura 2 - Estrutura instalada na CRHEA/USP, onde foram realizados os experimentos de toxicidade com o
TBZ em girinos. A direita uma visao superior feita por um drone e a esquerda, uma visao lateral dos
mesocosmos parcialmente enterrados e das gaiolas utilizadas.

Os girinos foram inseridos nos mesocosmos no mesmo dia da aplicacdo do
contaminante e permaneceram por um periodo experimental de 7 dias. Para evitar ataques
naturais de predadores e facilitar a captura dos organismos ao término do experimento, 0s
girinos permaneceram no interior de gaiolas construidas com tubos de cloreto de polivinila



(PVC) (30 cm de comprimento e 10 cm de diametro), com as laterais e base revestidas por
malha de 0,40 mm de espessura, permitindo assim a circulagcdo constante de agua e particulas
suspensas. As gaiolas foram parcialmente suspensas para viabilizar o acesso dos girinos a
superficie da dgua. Cada mesocosmo recebeu uma gaiola contendo 15 girinos e um ramo de
macrofita com matéria organica, que serviu de alimento aos animais. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com o Comité de Etica em Experimentacdo Animal, CEUA, ja
aprovado pela da Faculdade de Ciéncias de Bauru (Certificacdo n. 596/2024). Apos o periodo
de 7 dias, os girinos foram removidos e destinados as analises comportamentais, conforme

descrito a seguir. Os girinos foram eutanasiados com dose letal de benzocaina (Sigma, >99%).

4.4. Analise do comportamento anti-predacao

A avaliacdo do comportamento anti-predacéo foi realizada em laboratoério, utilizando a
metodologia descrita por Collins et al. (2011), Parker et al. (2014) e Faria et al. (2018), com
adaptacdes. Este teste foi aplicado para verificar o comportamento de reacdo dos girinos ao
predador, e foi baseado na avaliagdo da resposta comportamental defensiva de agregacéo social
dos girinos, bem como na frequéncia de aproximacao ao predador.

Para a avaliacdo dos efeitos de exposi¢cdo ao TBZ no comportamento dos girinos, 0s
animais foram retirados dos mesocosmos e levados até o laboratério dentro de recipientes
contendo as &guas de cada tratamento para a realizacdo das filmagens. Para isso, girinos do
grupo controle, bem como aqueles submetidos ao tratamento com TBZ, foram filmados na
presenca do predador, o qual foi representado por um peixe da espécie Cyprinus carpio. Em
cada sessdo do teste, foram introduzidos simultaneamente 10 girinos de cada mesocosmo em
um recipiente redonda de 32,5 cm de didmetro, contendo agua sem cloro, para a gravacao do
comportamento. Foi concedido 5 min de aclimatacéo aos girinos antes do inicio da gravagédo
para adaptacdo dos mesmos ao recipiente. A gravacdo foi realizada com o auxilio de uma
camera de celular acoplada a um tripé fotografico. Ap6s os 5 minutos, o predador foi
introduzido a um recipiente dentro de uma gaiola, composta por quatro hastes de plastico e
envolvida por malha fina (malha ~18 x 16mm) (Figura 3 e 4). Essa estrutura permite a
identificacdo visual do predador, além de possibilitar a facil transmissdo de sinalizadores
quimicos para 0s girinos. A gaiola foi utilizada para evitar a predagdo dos girinos durante as
filmagens e minimizar o efeito adicional da movimentacdo do predador ao longo do
compartimento, ja que esta espécie de peixe realiza busca ativa para localiza¢do da presa. Logo
em seguida, o comportamento dos girinos foi gravado por 5 min (300s) para as posteriores

analises. As filmagens foram feitas em triplicata, para cada tratamento.



Para as analises comportamentais, foram capturados prints dos videos produzidos em
intervalos de 10 segundos, totalizando 30 imagens para cada video. Foi aplicada uma malha
quadriculada de 8 cm? em cada imagem (Figura 3 e 4), utilizando o software Photoshop e a
partir delas, foi avaliado o comportamento de agregacdo (cluster) dos girinos na presenca do
predador. Para determinar um index do comportamento de agregacéo, foi dividido o numero
méaximo de girinos posicionados em um dado quadrante pelo nimero total de quadrantes
ocupados por todos os animais (COLLINS et al. 2011; PARKER et al. 2014; FARIA et al.,
2018).

A frequéncia de aproximacéo ao predador foi determinada a partir da delimitacdo das
regibes do compartimento redondo as quais cada girino ocupava em cada print. Para isso, 0
recipiente foi dividido em duas regides: (a) distante do predador (préximo a borda) e (b)
proximo a gaiola do predador (Figura 3). As demarcacBes foram realizadas para estimar as
taxas de (a) evitacdo ao predador (avoiding) e (b) aproximacdo ao predador (approaching).
Esta frequéncia foi utilizada para avaliar a percepgéo e habilidade de distanciamento do girino
em relagéo ao predador, para cada tratamento.
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Figura 3 - Representacdo do modelo experimental utilizado para o teste de detec¢do do predador. As respostas
natatorias foram gravadas e posteriormente a malha quadricular foi adicionada para avaliacdo do
comportamento em cluster dos girinos. Para avaliacdo da frequéncia de aproximacéo ao predador, o recipiente
foi dividido em duas regides: o circulo tracejado em azul representa a regido (a) e o circulo tracejado em
vermelho representa a regido (b).

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 4 - Registros do experimento de avaliagdo do comportamento anti-predacdo em laboratério, ap6s
exposicao ao TBZ em mesocosmos.

4.5. Quantificagdo dos agrotoxicos em agua

Amostras de agua foram coletadas no inicio e ao término do experimento para
quantificar as concentracfes de TBZ adicionadas aos mesocosmos € as que permaneceram ao
longo do tratamento. Esses procedimentos estdo em processo de analise no Laboratério de
Quimica Ambiental coordenado pela Prof. Cassiana Montagner, no Departamento de Quimica
Analitica do 1Q-Unicamp, parceira deste projeto. A quantificagdo dos compostos sera realizada
utilizando a Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (LC-MS/MS - Agilent
Technologies QqQ 1200 e 6410B).

4.6. Anélises estatisticas

Para os parametros biologicos obtidos, foi verificada a normalidade e a homogeneidade
dos dados pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene. A média das respostas dos biomarcadores
avaliados nos girinos de cada mesocosmo foi calculada para estimar a resposta de cada réplica.
Foi utilizado o teste de variancia ANOVA One-Way em software STATISTICA, comparando
os dados do grupo controle ao do grupo exposto ao TBZ. Valores de P < 0,05 foram

considerados para atribuir significancia estatistica entre os grupos.



5. RESULTADOS
5.1. Dados de mortalidade ap0s exposi¢cdo em mesocosmos

A Tabela 1 exibe a quantidade de girinos que morreram ao longo do periodo

experimental de 7 dias em cada mesocosmo.

Tratamentos/Mortalidade Vivos Mortos
Controle 1 15 0
Controle 2 15 0
Controle 3 12 3

TBZ1 11 4
TBZ?2 15 0
TBZ3 15 0

Tabela 1 - Mortalidade dos girinos dos grupos controle e tebuconazol ap6s os 7 dias de periodo
experimental.

5.2. Andlise do comportamento de agregacdo social (cluster) e frequéncia de

aproximacao ao predador

Apds o periodo experimental de 7 dias, 0s girinos de A. catesbeiana expostos ao TBZ
apresentaram alteracdo significativa no comportamento defensivo de agregacéo social, como
observado na Figura 5. Os girinos expostos ao TBZ apresentaram uma diminuicao na média de

organizacdo em cluster (p= 0,011646) quando comparados ao grupo controle.

Também foi possivel verificar significancia estatistica (p= 0,000009) em relacdo a
frequéncia de aproximacao ao predador (Figura 6). Os girinos do tratamento com TBZ evitaram
menos o predador (avoiding) do que os girinos do grupo controle, ao passo que 0s girinos do
tratamento com TBZ se aproximaram mais do predador (approaching) do que os girinos do
grupo controle. Foi possivel observar que os girinos do grupo controle apresentaram uma média
de aproximacéo de 4,1, enquanto aqueles expostos ao TBZ se aproximaram em média 5,47

Vezes.
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Figura 5 - Representacdo grafica de agregacdo social (cluster) de girinos expostos ao TBZ e grupo
controle. A presenga de * afere relevancia estatistica (p<0,05).
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Figura 6 - Representacdo gréafica da frequéncia de aproximag&o e evitacdo ao predador de girinos
expostos ao TBZ e grupo controle. A presenca de * afere relevancia estatistica (p<0,05).

6. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram que a exposi¢édo de girinos de A. catesbeiana ao
TBZ, sob condi¢des de semi-campo e concentracGes ambientalmente relevantes, alterou o
comportamento desses animais, prejudicando a habilidade sensorial de defesa comportamental
a um potencial predador. Estudos publicados nos ultimos anos na literatura cientifica
demonstram que a avaliacdo comportamental de organismos aquéaticos a contaminantes
ambientais pode ser considerada uma ferramenta sensivel e ecologicamente valiosa na
avaliagéo de efeitos toxicologicos em animais ndo-alvo (LITTLE e FINGER, 1990; HELLOU,
2010; MELVIN e WILSON, 2013; PETERSON et al., 2017). De acordo com Peterson et al.
(2017), alteragcdes comportamentais podem prejudicar a aptidao individual dos organismos, ou

seja, sua capacidade de sobreviverem e deixarem descendentes, levando por exemplo a um
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aumento da mortalidade e reducdo do sucesso reprodutivo.

Ap0s a avaliacdo do comportamento anti-predacéo realizado neste trabalho, que visava
analisar a resposta defensiva de agregacédo social (cluster) e a frequéncia de aproximacéo ao
predador dos animais, foi possivel observar que 0s girinos expostos ao TBZ diminuiram a
frequéncia de organizacdo em cluster e tiveram um maior grau de aproximacdo do predador,
quando comparados com o grupo controle. O comportamento de agregacdo social é
frequentemente observado em varias espécies de girinos sob condi¢des de risco a predacdo
(KATZ et al., 1981; SPIELER e LINSENMAIR, 2001; SPIELER, 2003; RODEL e
LINSENMAIR, 2010; CASILLAS-BARRAGAN et al., 2016; ARAUJO e MALAFAIA,
2020) e pode ser estimulado pela deteccdo visual e/ou de sinais quimicos emitidos pelo
potencial predador no ambiente (SPIELER, 2003; CASILLAS-BARRAGAN et al., 2016). A
agregacao social pode ser vantajosa por reduzir o risco de predacdo, aumentar a habilidade de
vigilancia e a eficiéncia da protecdo do grupo, além de diminuir a probabilidade de detec¢édo
individual devido ao efeito de diluicdo (DAVIES et al., 2012). Esse comportamento também
pode favorecer a aquisicdo de alimento, promovendo a ressuspenséo de sedimentos e alimentos
presentes no fundo de ambientes aquaticos durante o forrageamento (D’HEURSEL e
HADDAD, 2002). Considerando o exposto, bem como os resultados obtidos neste estudo,
verifica-se que a reducdo da resposta anti-predatdria induzida pelo TBZ pode representar uma

ameaca significativa a sobrevivéncia dos girinos em seus ambientes naturais.

Evidéncias indicam que o TBZ é também capaz de induzir alteracbes comportamentais
em outros vertebrados aquaticos, como o peixe-zebra Danio rerio. Altenhofen et al. (2017)
demonstrou em seu estudo que a exposicdo a esse fungicida reduziu a capacidade exploratéria
das larvas e diminui tanto a distancia percorrida quanto a velocidade média dos adultos. Além
disso, foi observado uma reducdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) em larvas e
adultos de D. rerio. A AChE é uma importante enzima na degradacdo da acetilcolina,
neurotransmissor com atividade crucial para a iniciagdo da contragdo muscular. Quando a
AChE é inibida, o acimulo de acetilcolina na fenda sinéptica pode resultar em hiperestimulacao
das fibras esqueléticas e, consequentemente, desregulacbes comportamentais do individuo
(SOREQ e SEIDMAN, 2001; DVIR et al., 2010; RAHMAN et al., 2022).

Um estudo prévio realizado com uma espécie de girinos brasileira, Physalaemus cuvieri
(Wrubleswskil et al., 2018) observou que o TBZ induziu toxicidade aguda, mas ndo afetou a
atividade de natagdo dos animais (tempo total de movimento e episédios de natacdo). J& outros

dois agrotdxicos testados nesta mesma espécie, o herbicida atrazina e o inseticida cipermetrina,
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causaram uma reducdo na atividade natatdria dos girinos. O TBZ também mostrou induzir uma
reducdo na mobilidade geral de embrides de Xenopus laevis, uma espécie de anfibio modelo
usualmente aplicada em estudo ecotoxicoldgicos na Europa, em artigo recentemente publicado,
além de causar anormalidades morfoldgicas durante o desenvolvimento neural e cardiaco
(IHLE et al., 2025).

Apesar da caréncia de estudos na literatura sobre os efeitos comportamentais do TBZ
em anfibios, bem como das vias de acdo bioquimicas e fisiologicas que podem induzir estes
efeitos, outros contaminantes j& testados demonstraram a capacidade de alterar o
comportamento desses animais, o que coloca em debate sobre os efeitos subletais induzidos
por exposicdo aos agrotdxicos nestes animais. Por exemplo, a exposicdo ao herbicida 2,4-D
prejudicou a velocidade de natacdo de girinos de A. catesbeiana e também a sua capacidade
de detectar e evitar concentragdes mais elevadas do contaminante no ambiente (FREITAS et
al., 2019). Em girinos de Leptodactylus luctator e P. cuvieri, o inseticida imidacloprido
também induziu alteracbes comportamentais, reduzindo a atividade locomotora dos girinos
(SAMOJEDEN et al., 2022).

Lajmanovich et al. (2018) demonstrou em seus estudos que o agrotoxico TRISADA®
(composto por deltametrina, tetrametrina e piperonil butoxido) causou inibicdo das enzimas
AChE e carboxilesterase (CbE), além da reducdo na atividade natatéria dos girinos de Rhinella
arenarum. Ja girinos de Hypsiboas pulchellus expostas ao herbicida glufosinato de amonio
(GLA), causou inibi¢do das enzimas AChE e butirilcolinesterase (BChE) e um aumento da
velocidade e distancia de nado dos animais (PELTZER et al., 2013). Além dos agrotdxicos,
outros contaminantes ambientais ja evidenciaram causar alteracdes comportamentais em
anfibios durante suas fases larvais. Girinos de P. cuvieri expostos a microplasticos de
polietileno apresentaram reducdo na distancia percorrida e na velocidade de natacdo, além do
aumento do indice de ansiedade, déficit no comportamento de agregacdo social e maior grau
de aproximagcao quando expostos a um predador (ARAUJO e MALAFAIA, 2020). Os autores
ndo estabeleceram correlagdes diretas entre a toxicidade comportamental observada e
alteracdes fisioldgicas, entretanto, sugerem que os efeitos comportamentais podem estar
relacionados a inibicdo de colinesterase (ChE), a alteracdo de niveis de neurotransmissores
cerebrais ou & interferéncia no metabolismo energético (ARAUJO e MALAFAIA, 2020).
Freitas et al. (2019) relatou, por exemplo, em seu estudo com exposicao de girinos ao 2,4-D,
que diminuicGes na eficiéncia comportamental dos animais tratados estavam atreladas as

reducbes em contetdos energéticos, como niveis de triglicerideos, além de diminui¢des nas
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taxas de respiracdo dos animais. Segundo Scott e Sloman (2004), alteragdes comportamentais
podem estar relacionadas a processos fisioldgicos diversos, como a inibi¢do de enzimas ChE,
niveis alterados de neurotransmissores cerebrais, privacdo sensorial e niveis prejudicados de

hormdnios gonadais ou tireoidianos.

O presente trabalho esta associado a um projeto mais amplo coordenado pela
orientadora deste projeto, o qual visa compreender os efeitos de exposicdo a diversos
agrotoxicos de uso relevante no Brasil em anfibios, utilizando mesocosmos como modelos de
estudo e concentracdes ambientalmente relevantes. Em proxima etapa de execucdo deste
projeto, avaliaremos a atividade da enzima AChE em girinos expostos ao TBZ, a fim de
compreender o potencial efeito neurotoxico deste fungicida, associando-o as alteracdes
comportamentais aqui observadas. Reforga-se a necessidade de novos estudos acerca do tema,
sugerindo como pesquisas futuras: efeito combinado de agrotdxicos sobre anfibios, relagdo
entre alteracbes comportamentais e possiveis alteracdes fisioldgicas causadas por
contaminantes ambientais e também o0 uso de espécies nativas representativas de regides

tropicais.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade comportamental do fungicida
TBZ em girinos de A. catesbeiana, sob condi¢cbes de semi-campo e em concentracdes
ambientalmente previstas no ambiente. A analise do comportamento anti-predacédo foi baseada
na resposta defensiva de agregacdo social dos girinos e na frequéncia de aproximacdo ao
predador. Os resultados obtidos demonstraram que 0s girinos expostos ao TBZ apresentaram
reducdo na frequéncia de organizacdo em clusters e maior aproximacdo ao predador. Esses
achados indicam que, embora 0 TBZ né&o tenha causado mortalidade, apresenta toxicidade
comportamental mesmo sob concentragfes ambientais. Indicamos, a partir de nossos
resultados, junto a resultados ja disponiveis em literatura, que o fungicida pode comprometer
respostas biologicas importantes, interferindo na percepcao e reconhecimento de predadores
no ambiente. Esse déficit nas respostas anti-predacdo representa um risco potencial a
sobrevivéncia dos animais em condigdes naturais, uma vez que dificulta a fuga de predadores

e a eficiéncia na obtencédo de alimento.

O presente trabalho foi o primeiro a atestar toxicidade comportamental do TBZ em
anfibios, relacionado a aspectos de defesa contra um predador, representando um achado
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relevante para a literatura cientifica. Como o TBZ age interferindo na sintese de esterois
essenciais da membrana celular do fungo e impedindo seu desenvolvimento, ndo era esperado
que o fungicida causasse alteragdes comportamentais em organismos ndo-alvos, pois este
mecanismo ndo compde acdo especifica do fungicida. Essas alteragdes sdo mais esperadas
quando 0s organismos sdo expostos aos inseticidas, 0s quais agem no sistema nervoso central,

blogueando, por exemplo, vias neuronais nicotinérgica (ARCAUTE et al., 2014).

Atualmente os anfibios sdo o grupo de vertebrados mais ameagados de extingdo no
mundo. Entre os fatores que contribuem para esse declinio populacional estd o avanco da
agricultura e o uso exacerbado de agrotdxicos. Dessa forma, o presente estudo visa contribuir
para melhores estratégias de preservacdo da biodiversidade de anfibios no Brasil e também

enfatiza a necessidade de novas investigacdes sobre o tema.

8. OUTRAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O presente trabalho faz parte do projeto de Iniciacdo Cientifica intitulado “Avaliacao
dos efeitos genotoxicos, fisioldgicos e comportamentais em girinos expostos ao tebuconazol
em mesocosmos”’ da autora, que estd em desenvolvimento e vigéncia pela FAPESP

(2025/02228-6). Ao longo do ano, outras atividades relacionadas ao tema foram desenvolvidas:

- Apresentagdo do trabalho intitulado “Comportamento defensivo de cluster em girinos
de Aquarana catesbeiana expostos ao fungicida tebuconazol” no XXXVII Congresso
de Iniciagdo Cientifica da Unesp - FC/Bauru.

- Apresentagdo do trabalho intitulado “Respostas comportamentais em girinos de
Aquarana catesbeiana expostos ao tebuconazol em mesocosmos” no VII Congresso de
Biologia da Unesp - Campus de Bauru.

- Participacdo no I Workshop “A Contribuigdo da Ecotoxicologia para Avaliagdo dos
Efeitos de Microplasticos e Agrotoxicos em Ecossistemas Aquaticos e Terrestres:
Sintese do Conhecimento e Perspectivas Futuras” em Sao Carlos - SP.

- Avaliagéo de micronucleos e anormalidades eritrocitarias: as ldaminas de esfregaco de
sangue de girinos expostos ao TBZ foram coradas, fotografadas e estdo em processo de

analise (Figura 7).
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Figura 7 - Célula contendo nucleo lobado encontrado nas Iaminas de eritrdcitos de girinos expostos ao TBZ.
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