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RESUMO

MAGALHAES, A. N. Efeitos do bisfenol A sobre girinos de Physalaemus cuvieri (Anura:
Leiuperidae) em ambientes temporarios e permanentes. 2012. 103 f. Dissertacdo

(Mestrado) Universidade Federal do Maranhao, Sao Luis, 2012.

Os contaminantes ambientais contribuem para o declinio de populacdes de muitas espécies de
anfibios anuros, porém poucos estudos relatam os efeitos do bisfenol A (BPA) nesses
animais. No entanto, a concentracdo dessa substancia aumenta no ambiente juntamente com o
avanco tecnoldgico e social causando impactos negativos nos ecossistemas € organismos
aquaéticos . O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do BPA, associados a outros fatores
estressantes (alta densidade e secagem do ambiente) sobre o desenvolvimento de girinos de
Physalaemus cuvieri que se desenvolvem em corpos d’dgua lénticos e tempordrios, locais
onde podem se tornar depdsito ilegal de lixo nas cidades. Para isso, realizamos um
experimento em aqudrios de vidro testando as concentracdes 0,005 pg L' ¢ 2,5 pg L™ de BPA
aliadas a diferentes densidades iniciais de girinos (10 ou 100) em ambientes permanentes ou
tempordrios. Avaliamos cinco varidveis resposta: sobrevivéncia até a metamorfose, tempo de
desenvolvimento médio, comprimento rostro-cloacal dos jovens recém-metamorfoseados,
biomassa produzida e a proporcdo de fémeas metamorfoseando. A presenca do BPA na dgua
diminuiu a sobrevivéncia e a biomassa produzida, no entanto nfo interferiu no tempo de
metamorfose, no tamanho dos metamorfoseados e na razdo sexual dos individuos de P.
cuvieri. Portanto, como em muitos locais ja foram detectados niveis de BPA maiores do que
as concentragdes testadas neste estudo, podemos esperar que esse contaminante esteja

afetando muitas populacdes de anfibios, além de outras espécies animais.

Palavras-chave: Amphibia. Contaminacdo plastica. Efeitos de densidade. Efeitos do

hidroperiodo.



ABSTRACT

MAGALHAES, A. N. Effects of Bisphenol A on tadpoles of Physalaemus cuvieri (Anura:
Leiuperidae) in temporary and permanent environments. 2012. 103 f. Dissertacdo (Mestrado)

Universidade Federal do Maranhdo, Sdo Luis, 2012.

The environmental contaminants contribute to the declining populations of many species of
frogs, but few studies report the effects of bisphenol A (BPA) in these animals. However, the
concentration of that substance in the environment increases with the technological and social
advancement causing negative impacts on ecosystems and aquatic organisms. The aim of this
study was to evaluate the effects of BPA, associated with other stressors (high density and
environment drying) on the development of tadpoles of Physalaemus cuvieri that develop in
lentic water bodies and temporary locations that may become illegal dumping in the cities.
For this, we conducted one experiment in glass aquariums testing concentrations 0,005 p L'
and 2.5 p L" of BPA combined with different initial densities of tadpoles (10 or 100) in
permanent and temporary environments. We evaluated five response variables: survival until
metamorphosis, mean larval period, snout-vent lenght of metamorphs, biomass production,
and proportion of metamorphic females. The presence of BPA in the water decreased the
survival and biomass production, however did not affected the larval period, body size of
metamorphs and the sex ratio of individuals of P. cuvieri. Therefore, as in many places it have
already been detected greater levels of bisphenol A than the tested concentrations used in this
study, we expect that this contaminant may be affecting many amphibian populations, as

many other animal species.

Key words: Amphibia. Plastic contamination. Density effects. Hydroperiod effects.



1 INTRODUCAO

Os poluentes emergentes sdo aqueles que estdo sendo introduzidos rapidamente no
meio ambiente sem restricdes ou estudos apropriados dos possiveis danos que possam causar
(FILHO et al. 2007). Dentre esses poluentes estdo os disruptores enddcrinos (endocrine
disruptores, ED) que sdo agentes ou substancias quimicas presentes no meio ambiente que
tendem a se acumular no solo e nos sedimentos dos rios. Os ED’s mesmo em baixa
concentracdo afetam as espécies aqudticas diminuindo a fertilidade, causando deformidades,
masculinizacdo e feminilizacdo em muitos grupos de animais, dependendo da sensibilidade de
cada espécie e do periodo de exposi¢do ao contaminante (GHISSELLI ; JARDIM 2007;
SANTAMARTA 2001). Exposicdes nos estdgios iniciais de vida podem causar danos

irreversiveis que podem levar muitas espécies até mesmo a extincdo (GASCON et al. 2007).

O bisfenol A (BPA) é um desses poluentes que atua no sistema enddcrino e estd
presente nos ecossistemas aquaticos. E matéria-prima para fabricacio do pldstico que quando
em contato com um meio liquido pode ser liberado ao ambiente externo por lixiviagdo,
reacdo esta acelerada com o aumento da temperatura (RAIMUNDO 2007; KRISHNAN et
al.1993). Quando o BPA encontra-se biodisponivel € potencialmente negativo ao
desenvolvimento dos individuos, pois mimetiza o hormdnio estrogénio e se liga aos seus
receptores, se armazenando no tecido adiposo de muitos seres vivos, podendo causar uma
série de efeitos negativos em muitas espécies (SANTAMARTA 2001; FDA 2008). Dentre os
principais efeitos do BPA temos redugdo da biomassa em algas (ALEXANDER et al. 1988),
malformag@o, feminilizacdo e aumento do niimero de desovas e ovos por desova em moluscos
(OEHLMANN et al. 2006), diminuicdo da sobrevivéncia em crusticeos (JOHNSON et al.

2005), feminilizagdo e malformacdes em anfibios (LEVY et al. 2004; IWAMURO et al.



2003), alteragdes na vitelogénese e reproducdo em peixes (FENSKE et al. 2005) e redugdo da

espermatogénese em aves (FURUYA et al 2006).

Os contaminantes ambientais contribuem para o declinio de populagdes de muitas
espécies, porém ainda poucos estudos relatam os efeitos do BPA. No entanto, a concentracio
desse ED aumenta no ambiente juntamente com o avango tecnoldgico e social causando
impactos negativos nos ecossistemas e organismos aquaticos (SODRE er al. 2007; DUARTE

2008).

Os anfibios anuros sdo um dos grupos de animais que potencialmente sofrem os
impactos negativos do BPA no meio ambiente, apresentando-se como importantes
bioindicadores da contaminacdo ambiental (BLAUSTEIN et al. 1995; MARCANTONIO
2005; SANCHEZ 2006). Eles s@o sensiveis as mudangas em seu ambiente externo por
estarem em contato intimo com muitos componentes do seu ambiente natural devido ao seu

ciclo de vida duplo e a sua pele permedvel (GARDNER 2001).

Em alguns ecossistemas, os anfibios sao os vertebrados mais abundantes, e assim a sua
auséncia pode comprometer seriamente o funcionamento da comunidade ecoldgica
(BLAUSTEIN et al. 1995). No entanto, nas dltimas décadas tem-se observado em diferentes
regides do mundo o declinio de algumas populacdes de anfibios que pode estar relacionado,
além de outros fatores, a contaminagdo quimica dos ambientes por estressores que afetam os
anuros tornando-os susceptiveis a predadores, afetando relacdes competitivas e reduzindo o

sucesso reprodutivo dos individuos (GASCON et al. 2007).

As interagdes bidticas e abidticas atuam sobre a distribui¢do e abundéncia das espécies
influenciando direta ou indiretamente no desenvolvimento dos anfibios (e.g. ANDRADE

1995; ROGERS; CHALCRAFT 2008). Dentre os fatores bidticos, o efeito da densidade de



individuos age diretamente sobre o desenvolvimento larvdrio dos anuros aumentando o
estresse, devido a falta de espago ou liberagdo de inibidores de crescimento (JOHN;
FENSTER 1975; STEINWASCHER 1979) e aumenta a competi¢do principalmente por
alimento (NEWMAN 1994). O hidroperiodo da lagoa também influencia o desenvolvimento
dos girinos ja que leva os individuos a metamorfosearem rapidamente, antes que a lagoa

seque por completo (ROGERS; CHALCRAFT 2008).

Portanto, fatores como a densidade de girinos,mudancas no hidroperiodo da lagoa e
alteragdes no pH sdo conhecidos por influenciar negativamente a dindmica da populacdo e da
comunidade de anfibios, podendo influenciar na poténcia de um contaminante (BOONE;
SEMLITSCH 2002). Assim, esses fatores naturais somados a contaminagdo dos ambientes
aquditicos podem ser responsdveis pelo rdpido declinio de vdrias espécies de anfibios,
ressaltando a necessidade urgente de pesquisas e a implementa¢do imediata de estratégias
para aumentar os esforcos para a conservacdo desses animais. Em regides, como o nordeste
do Brasil, onde existem poucos dados sobre diversidade, abundancia e distribuicdo das
espécies, muitas espécies ji devem ter sido extintas antes de serem descobertas, algumas ja
estdo ameacadas de extin¢do e muitas outras em breve vdo desaparecer, se ndao forem tomadas

medidas de preservagdo e conservacao dos ambientes (HADDAD; PRADO 2005).

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do BPA sobre o
desenvolvimento de girinos de Physalaemus cuvieri Fitzinger, 1826 (Anura: Leiuperidae) em
ambientes artificiais permanentes e tempordrios. Essa espécie se desenvolve em corpos
d’agua lénticos (ANDRADE 1995), que nas cidades e seus arredores podem se tornar
deposito ilegal de lixo. Portanto, P. cuvieri pode servir de modelo para avaliarmos o efeito do
bisfenol A sobre o desenvolvimento de muitas espécies de anfibios anuros ecologicamente

similares. A hipétese central desse estudo foi que o BPA afeta negativamente a sobrevivéncia



e o tamanho dos individuos na metamorfose e, portanto, a biomassa produzida, bem como
prolonga o tempo para atingir a metamorfose e altera a razdo sexual, aumentando o nimero de
fémeas, com maior efeito em pequenas pogas temporirias com alta densidade devido ao

aumento da temperatura somado aos efeitos de densidade (Figura 1).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas quimicas do BPA

O BPA € um composto organico encontrados no ambiente natural, pertencente ao grupo
dos ED’s, que apresenta dois anéis de fenol ligados por uma ponte de metil, com dois grupos
metil funcionais ligados a essa ponte (GLOUBKOVA; SPRITZER 2000; FONTENELLE et
al. 2010; Figura 2; Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo quimica do BPA

Nome na Lista de Foérmula Grupo Subgrupo Massa
Substincias Domésticas  Outros nomes quimica quimico quimico Molecular
(DSL)

Fenol, 4,4' -(1- Bisfenol A, BPA CsH60, Organico Fenol 228,29/mol
metiletihylidene)bis- Difenilolpropano, discreto

O destino e comportamento dos compostos no ambiente sdo influenciados por suas
propriedades fisico-quimicas, as quais determinam seu corportamento na dgua, solo ou biota.
O BPA ¢ caracterizado por possuir baixa pressdo de vapor a temperatura ambiente (25°C),
solubilidade em dgua moderada e um moderado coeficiente particdo dgua-carbono organico
(coeficiente de log Koc). Com base na estrutura quimica do BPA e propriedades fisico-
quimicas (Figura 2; Tabela 2), o valor do Koc pode ser sensivel e variar significativamente

com o pH (COUSINS et al. 2002). Em espécies bentdnicas, como P. cuvieri, podemos
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Figura 2. Estrutura quimica do bisfenol A.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do BPA.

Propriedades

Ponto de fusio (°C) 154 - 157
Densidade especifica (25°C) 1,195
Pressdo de vapor (Pa) (170°C) 2,6
Pressdo de vapor (mmHg) (25°C) Insignificante
Pressdo de vapor (mmHg) (170°C) 0,2
Constante de Henry (atm'l.mol L'l) 1,0 x10™"
Densidade especifica (25°C) 1,195
Densidade de volume (kg/m3) 0,50 -0,64
Solubilidade em dgua (mg L™ 120
Coeficiente de particdo Octanol-dgua (Log Kow) 3,40
Coeficiente de parti¢io carbono-dgua (Log Koc; kg L™) 2,85
Coeficiente de parti¢do carbono-ar (Log Koa) 12,7
Constante de dissociacdo dcida (pKa) 10,2

Fonte: Casquimica 2005; Ghisselli 2006

esperar um maior impacto negativo do BPA. Pois como essa espécia se alimenta de algas
aderidas ao substrato, além da absorcdo do BPA contido na coluna dagua, também assimilara

o contaminante através da alimentagao.



A faixa de pKa elevado indica que o BPA é um 4cido muito fraco, mas apesar da
ionizac@o da substincia ocorrer em pH alto, ndo € improvdvel que seja sensivel a ionizagdao
em niveis ambientais de pH igual a 7 ou menor (COUSINS er al. 2002). O pKa estd
relacionado com adsor¢@o, que é um mecanismos de sor¢do que estd relacionada com
interagdes eletrostdticas e com a tendéncia da substincia se dissociar no meio aquoso
(RAIMUNDO 2007).

Compostos como o BPA, com baixa solubilidade e alto coeficiente de particdo
octanol/dgua (Kow), geralmente estdo presentes em tecidos gordurosos da biota, pela maior
afinidade dessas substdncias pela matéria orgénica, o que pode levar & bioacumulag¢do na
cadeia alimentar (COUSINS et al. 2002; RAIMUNDO 2007).

Dessa forma, as propriedades fisico-quimicas desse contaminante indicam que este
pode estar presente na dgua, pela solubilidade aquosa, e no solo, pelo elevado coeficiente de

particdo octanol-dgua.

2.2 Historico do BPA

A histéria do BPA data de 1930, tendo diferentes usos desde sua producdo inicial.
Primeiramente, o composto teve uso clinico como estrégeno sintético, mas a fabricacdo de
farmacos mais eficazes fez com que o mesmo deixasse de ser utilizado para este fim
(BORRELL 2010).

Por volta de 1950, o BPA foi redescoberto pela indistria quimica Bayer sendo
empregado como matéria-prima na fabricac@o de policarbonato (PC), que € um termopléstico,
de alto peso molecular, com uma forte estrutura em rede, boa resisténcia aos impactos e com
propriedades térmicas muito boas, com temperatura de uso bem acima de 100°C (TALSNESS

et al. 2009).



Esse produto quimico também ¢é utilizado como estabilizante em plasticos (por isso
denominado plastificante) a base de cloreto de polivinila (PVC) e como resinas ep6xi, sendo
essas, hoje, suas principais aplicagdes comerciais (OEHLMANN et al. 2009).

Em 2003, os padrdes de consumo do BPA nos EUA indicaram que aproximadamente
72% do BPA foi usado para a fabricagdo de policarbonatos, 21% foi utilizado em resinas

epoxi e 6% foi utilizado em outras aplicagdes (NTP 2007).

O BPA estd presente em uma gama de produtos incluindo equipamentos médicos,
selantes dentdrios, embalagens de alimentos, perfumes, cosméticos (batons, maquiagens,
esmaltes, etc), brinquedos pldsticos, materiais de revestimento (como latas de conserva
revestidas internamente com filme de polimero), computadores, carcacas de celulares, lentes
de 6culos, eletrodomésticos, materiais automotivos, mamadeiras, garrafas pldsticas, tintas,
tubulagdes de ar-condicionado, encanamentos de dgua de abastecimento, adesivos, resinas
epoxi, CDs, DVDs, etc. (FDA 2008; HESS 2007; NTP 2007; ANDRADY; NEAL 2009). As
resinas epoxi-fendlicos sdo usadas como revestimentos de latas de alimentos, bebidas, em
tampas metélicas para potes de vidro e garrafas, e também como revestimentos de superficies

de tanques de armazenamento de dgua potével residenciais (EFSA 2006).

Em 2006, o Canadd e a Dinamarca diminuiram significativamente a fabricacdo do
produto e em 2008, o Ministério do Meio Ambiente da cidade de Ottawa- Canad4, proibiu o
uso do produto quimico em mamadeiras, brinquedos e outros produtos para criangas, por
declarar oficialmente a toxidade do BPA, para seres humanos e para o meio ambiente (FDA
2008). Em resposta a crescente preocupacdo dos consumidores, com relacdo aos efeitos do
BPA, alguns fabricantes e varejistas em todo o mundo comegaram a limitar o uso e venda de

produtos contendo esse contaminante (FDA 2008).
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Hoje, muitos estudos estdo sendo realizados por pesquisadores para avaliarem a

seguranca do BPA, para os seres humanos e outros seres vivos (BORRELL 2010).

2.3 Risco ecolégico do BPA

Para a caracterizac¢do do risco ecoldgico do contaminante é considerado o potencial de
ocorréncia ambiental, persisténcia, bioacumulacdo, toxicidade, e as tendéncias na producao e

utilizacao (FDA 2008; Tabela 3).
2.4 Concentracoes de BPA detectadas no meio ambiente

Ghisselli (2006) realizou um estudo de deteccio do BPA em dgua de esgoto, em
corpos d dgua (rios e riachos) e em dgua potavel do Estado de Sdo Paulo, Brasil. Esta autora
também realizou um levantamento das concentracdes encontradas em vérios estudos com
BPA em outros paises. A tabela 4 apresenta os valores minimos e méaximos levantados por

Ghisselli (2006).

2.5 Efeitos do BPA em anfibios

O BPA tem demonstrado induzir uma série de efeitos adversos em anfibios. Efeitos
teratogénicos foram induzidos em girinos de Xenopus laevis expostos a uma concentragdo de
BPA de 4,6 ug L' que incluem problemas no desenvolvimento, como vértebras anormais da
cabeca e abdomen, bem como apoptose no sistema nervoso central (OKA er al. 2003). E
relatado também que o plastificante afeta o desenvolvimento sexual dos anfibios durante sua
fase larval, causando inversdo de sexo de girinos de X. laevis, induzindo a feminizacdo
quando expostos 2 concentracdes de 22,8 pug L' de BPA, em exposicdes semi-estiticas
(KLOAS et al. 1999; LEVY et al. 2004), no entanto, sob sistema de fluxo continuo, em
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exposicao de até 500 mg L de BPA, nio foi observado efeito nos individuos (PICKFORD et
al. 2003). Em Hyla japonica, o BPA reduziu significativamente absorcdo de dgua basal em
machos, sendo esta uma resposta estrogénica (KOHNO et al. 2004).

Porém, quando a exposi¢d@o € iniciada em um estdgio mais avancado nao foi observado
impactos negativos do BPA sobre a sobrevivéncia ou desenvolvimento X. laevis IWAMURO
et al. 2003; PICKFORD et al. 2003; LEVY et al. 2004).

Exposicdo de girinos de Rana temporaria ao BPA em combinacdo a radiacdo
ultravioleta (UVB), induziu a um maior efeito sobre mortalidade dos girinos (KOPONEN;
KUKKONEN 2002). O mecanismo para isso ¢ desconhecido, mas sabe-se que nio se deve ao
efeito da radiacdo UVB sobre a acumulacio ou cinética de depuragdo de BPA (KOPONEN et
al. 2007).

Em estudo realizado utilizando sistema de fluxo e concentracdes de BPA de 228 ng L™
e 2,28, 22,8 e 228 ug L' em X. laevis, foram observados efeitos na anélise histolégica dos
testiculos, demonstrando efeitos estrogénicos mesmo em concentracdes baixas (228 ng L)
de BPA. Além disso, o BPA também afetou significativamente o crescimento e o peso
corporal dos machos expostos a concentragdes de BPA a partir de 2,28 ug L' (KLOAS et al.
1999)

O BPA também afeta o sistema de tiredide dos anfibios. A exposi¢cdo de X. laevis a
2,28 pg L' de BPA mostrou inibicdo espontdnea de TSH, alteragdes no hormodnios T3
(tilodotironina) e induziu mudancas metamoérficas em um periodo mais curto (IWAMURO
et al. 2003). Resultados semelhantes, para efeitos de alteracdes em T3, apds tratamento com
2,28 ug L' de BPA foram observados em Silurana tropicalis, Rana rugosa, Rana tagoi

(GOTO et al. 2006; OHNUMA et al. 2006; FINI et al. 2007).
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Tabela 3. Risco ecoldgico do BPA

Potencial de
ocorréncia

ambiental

A entrada no ambiente se dé através da degradacgdo fisica e quimica de produtos plésticos finais (FDA 2008), que podem liberar o
contaminante naturalmente por lixiviagdo, para a dgua e solo (YAMAMOTO et al. 2001). No entanto, a maior concentrag@o fica nos

sedimentos (FDA 2008), podendo se mover para baixo no perfil do solo e contaminar dguas subterraneas (LOFFREDO; SENESI 2006).

Persisténcia

A duracdo maxima do contaminante na dgua € de 2,5 a 4 dias, no solo a persisténcia pode chegar a 180 dias, assim como em &dguas
subterraneas (GHISSELLI 2006; RUDE et al. 2001). A persisténcia do BPA depende da presenca ou auséncia de oxigénio. Em
ambiente anaerébio a degradacdo € mais lenta (WEST et al. 2001; RUDEL et al. 2001) do que em ecossistemas aerobicos (KANG;
KONDO 2002; RONEN; ABELIOVICH 2000).

Bioacumulagdo

Tende a se acumular no tecido adiposo das espécies de uma cadeia alimentar, podendo causar biomagnificacio (GHISSELLI 2006).

Estudos na América do Norte, Europa e Jap@o tem documentado altos niveis do composto em vdrias espécies da biota aquética (FDA

2008).

Toxidade

O BPA ¢é um estrogeno ndo esterdide que interfere na ligacdo do 17 B-estradiol ao seu receptor nos tecidos-alvo (FDA 2008).
Apresenta efeitos cronicos, dentre eles estdo mudangas comportamentais, como natagdo erratica, diminui¢do da relacio presa-predador,
alteragdes fisioldgicas, crescimento retardado, alteragdes bioquimicas e histoldgicas, além da incapacidade dos organismos expostos

produzirem proles vidveis (MARCANTONIO 2005).

Sensibilidade dos
organismos

aqudticos

Moluscos, crusticeos e anfibios sdo muito sensiveis, com a maioria dos efeitos induzidos quando expostos a concentragdes baixas na
dgua (ng L'a ug L™"). Em contraste, os efeitos nos peixes sdo geralmente induzidos por concentra¢des em um intervalo maior (Mg L'a

mg L"), com excecdo da interrupgdo da espermatogénese, que ocorre em pequenas concentracdes do contaminante (Hg L FDA 2008).
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Tabela 4. Comparag@o entre as concentagdes minimas e miximas obtidas em estudos com
BPA, em esgoto bruto e tratado, corpos d’dgua e dgua potdvel em quatro diferentes paises

(Ghisselli 2006).

Esgoto bruto Esgoto tratado Agua bruta Agua potivel
Pais (ugL™ (ugL™ (ugL™ (ugL™h
Brasil 8,7 8,0 2,2-64,2 2,0-3.6
Estados Unidos 0,094 - 0,15 <0,0001 - 0,310 <0,0001 - 12 <0,0001
Espanha <0,05-1,51 <0,05 - 0,27 <0,05 - 0,029 0,005
Alemanha 0,01 - 0,70 0,0047 - 0,410 0,002

Diante dos impactos negativos causados & vdrias espécies de anfibios anuros, o
presente estudo visa avaliar os efeitos do BPA sobre o desenvolvimento de girinos de P.
cuvieri, analisando a sobrevivéncia dos individuos que atingiram a metamorfose, o tempo de
desenvolvimento, o tamanho, a biomassa produzida e a razdo sexual quando em contato com

o BPA.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Espécie estudada

O estudo avaliou os efeitos do BPA em girinos da espécie de anfibio anuro
Physalaemus cuvieri. E uma espécie generalista com ampla distribui¢io no Brasil, do
nordeste ao sul do pais, sendo encontrada, facilmente, préxima as habitacdes humanas (IUCN
2010; ANDRADE 1995; Figura 3). E uma espécie que se reproduz no periodo chuvoso e
utiliza ambientes tempordrios para desovar (ANDRADE 1995), incluindo areas abertas

urbanas. A desova ¢ feita em ninhos de espuma depositados na superficie da dgua, préximo a
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margem do corpo d’4dgua (Figura 4-A). Sdo depositados cerca de 400 ovos por desova, e em
cerca de 72 h eclodem girinos raspadores (Figura 4-B), cujo desenvolvimento larvario ocorre
em cerca de 45 dias (ANDRADE 1995).

O estdgio do desenvolvimento da prole em que a exposi¢do acontece € importante, pois
em espécies aqudticas a fase embrio-larval é critica e os danos causados nessa etapa sdo
permanentes (MANAHAN 2003). Diante disso o presente trabalho estd sendo realizado a

partir dos estdgios iniciais do desenvolvimento de girinos de P. cuvieri, até a metamorfose.

Figura 3. Individuo da  espécie  Physalaemus  cuvieri.  Fonte:  IUCN

http://maps.iucnredlist.org/map.html ?id=57250

(A)

Figura 4. Desova em espuma (A) e girinos (B) de Physalaemus cuvieri.

(B)
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3.2 Local de coleta

As coletas de 13 desovas de P. cuvieri ocorreram em pogas temporarias na estacao
chuvosa de 2011, no sudoeste da ilha do Maranhdo (2°40°°S; 44°15°°O; Figura 5), localizadas
a cerca de 40 km do centro do municipio de Sdo Luis, Maranhdo, Brasil. Apds a coleta,
acomodamos as desovas em potes de vidro contendo a dgua da poca para transportar ao
Laboratério de Herpetologia e Ecologia Aplicada a Conservacdo da Universidade Federal do
Maranhao.

Ap6s o inicio do experimento, soltamos os girinos nio utilizados no mesmo local da
coleta.

Apesar da auséncia de contato dos ovos de P. cuvieri com a 4gua, as desovas foram
coletadas em pocas d’dgua tempordrias que ndo apresentavam indicios de contaminagao
(4reas controle, sem contato com esgoto, lixo ou agrotdxicos) para evitar que as respostas dos

experimentos fossem influenciadas por outros fatores.

-;AIAurhar I 9 %

Figura 5. Area de coleta de desovas de Physalaemus cuvieri no sudoeste da ilha do

Maranhao, municipio de, Sao Luis - MA.
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3.3 Experimentos em aquarios

As desovas coletadas permaneceram em aqudrios no laboratdrio até a eclosdo. Durante
todo experimento evitamos o contato da dgua com qualquer tipo de recipiente plastico,
evitando dessa forma que nos aqudrios controle houvesse presenca do BPA advindo da
lixiviagdo do contaminante presente nesses produtos, assim como alteragdo das concentragdes

testadas nos aqudrios com BPA.

Ap6s dois dias, quando as larvas atingiram o estdgio 25 (GOSNER 1960), montamos o
experimento em aqudrios de vidro alocados em uma varanda coberta, com iluminacdo natural

e temperatura ambiente (Figura 6).

Figura 6. Aqudrios de vidro utilizados no experimento com bisfenol A e girinos de

Physalaemus cuvieri.
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Visando comparagdes com os resultados de Ferreira (2011), que testou os efeitos do
hormodnio 17a-etinilestradiol no desenvolvimento de girinos de P. cuvieri, utilizamos as
mesmas concentracdes para o BPA que as utilizadas para o horménio: 0,005 pg L™ (C1), 2,5

ug L' (C2) e o controle, ausente (CO).

Utilizamos 4gua de abastecimento urbano, decantada por trés dias para eliminag¢do do
cloro, em baldes de aluminio. A cada troca de dgua, medimos o pH e temperatura da dgua
decantada, repusemos as devidas concentra¢des em cada aqudrio de vidro e fizemos a permuta
aleatéria dos mesmos, através de sorteios, para reduzir ou excluir a influéncia das variagdes

existentes no local do experimento, como temperatura e luminosidade.

Diariamente, avaliamos a mortalidade, retirando os individuos mortos dos recipientes e
medimos a umidade do ar e a temperatura ambiente (°C), mdxima e minima, com termometro

digital.

Realizamos um experimento fatorial 3 x 2 x 2, onde avaliamos o efeito do fator BPA em
concentracdes alta (C2), baixa (C1) ou ausente (C0O), e dos fatores densidade (dez girinos
para densidade inicial baixa (d) e 100 para densidade inicial alta (D) e hidroperiodo
permanente (P) e temporério (T; Figura 7). Utilizamos quatro réplicas de cada tratamento,
dezesseis aqudrios para cada concentragdo de BPA, totalizando 48 aquérios (6 x 20 x 12 cm).
Selecionamos 2640 girinos de tamanhos semelhantes, excluindo os individuos muito
pequenos. Cada tratamento e repeticdo recebeu o mesmo nimero de girinos das diferentes

desovas, para garantir uma maior variabilidade genética.

Mantivemos a aera¢do dos aqudrios durante 12 horas por dia (das 19:00 as 7:00h) para

que nos aqudrios com grande densidade ndo houvesse competicdo por oxigénio. A troca de
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dgua foi feita a cada cinco dias para reposicao da concentracdo do contaminante e retirada de

fezes e de restos de alimento.

Para o hidroperiodo permanente, mantivemos os aquérios com o mesmo nivel de dgua do
inicio do experimento (2,5 1) e para o temporario retiramos gradativamente a dgua, de acordo
com Andrade (1995). A partir do 15° dia, a cada troca de dgua, reduzimos o volume de dgua
para 66%, 50%, 33% e 16%. Este tltimo nivel permaneceu até o fim do experimento, pois um

grande nimero de girinos ainda ndo havia metamorfoseado.

/l\ densidade
Permanente
densidad
Auséncia / J' ensidade
de BPA /I\ densidade
Temporario
J. densidade
/I\ densidade
Permanente
BPA[1] |/ | densidade
/[\ densidade
Temporario
J. densidade
/'\ densidade
Permanente
BPA[ V] / J densidade
.. /I\ densidade
Temporario
\l. densidade

Figura 7. Organograma dos tratamentos realizados com BPA (CO=ausente, C1=0,005 pug L™,
C2=2,5 ug L"), ambientes permanentes ou temporirios e densidade inicial de girinos baixa ou

alta de girinos de Physalaemus cuvieri.
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Utilizamos diariamente racdo em flocos para peixes herbivoros (marca Alcon Vegetal),
inicialmente na proporcdo de 0,1 g /10 individuos, proporcionalmente aumentada com o
crescimento dos girinos. A medida que foram crescendo, adiciondvamos racio duas vezes ao

dia para sobrar alimento nos aqudrios, evitando a competi¢do pelo mesmo.

Antes de iniciarmos o experimento pesamos 100 girinos com 2 dias de eclosdo,
selecionados com o mesmo critério dos introduzidos nos aqudrios, em balanca analitica com
precisdo de 0,0001 g, para obten¢do da massa média inicial de cada girino. Para o célculo da
razdo da biomassa produzida em cada tratamento utilizamos a soma da massa dos individuos
recém-metamorfoseados (in vivo), my, dividida pela soma da massa média inicial dos girinos

introduzidos, m;: B =Y m¢/Y m;,

A medida que os individuos comecaram a metamorfosear (estigio 42, Gosner 1960), os
retiramos dos aqudrios, pesamos, medimos o comprimento rostro-anal (CRA) com
paquimetro digital (0,01 mm precisdo) e fixamos em élcool a 70%. Também fixamos em

dlcool 70% os girinos que ndo metamorfosearam até o fim do experimento.

Naio foi possivel fazer a diferenciacdo sexual por caracteres secunddrios, por isso todos os
individuos metamorfoseados foram dissecados para determinag¢do do sexo. Para visualizagdo
das gdnadas, abrimos a regido ventral e analisamos as estruturas masculinas e femininas com

auxilio de microscépio estereoscopico.

3.4 Analises Estatisticas

As médias de temperatura e pH da dgua dos aqudrios simulando ambientes permanentes e

tempordrios foram comparadas através do teste U de Mann-Whitney.

20



Avaliamos cinco varidveis-resposta: 1 - sobrevivéncia dos individuos de P. cuvieri até a
metamorfose, em porcentagem para ndo sofrer influencia das densidades iniciais; 2 - tempo de
desenvolvimento médio (em dias); 3 - tamanho dos jovens recém-metamorfoseados
(Comprimento rostro-cloacal - CRC), em mm; 4 — razio da biomassa produzida e 5-

proporcao de fémeas metamorfoseando.

Para checar a distribuicdo normal dos dados realizamos o teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade das varidncias com o teste de Levene. Transformamos os dados de
sobrevivéncia (%) e porcentagem de fémeas em arcseno da raiz quadrada, de tempo até a
metamorfose e CRC em logaritmo natural e de razdo de biomassa em raiz quadrada, visando
normalizar a distribui¢do e homogeneizar as variancias dos residuos (SOKAL; ROHLF 1995).
Os dados de CRC e propor¢do de fémeas nido normalizaram, por isso optamos por preencher
os dados ausentes de repeti¢des onde nido ocorreram sobreviventes utilizando a média do
tratamento, que € um procedimento conservativo com a vantagem de manter o desenho

original balanceado (TABACHNICH; FIDELL 1989).

Analisamos os efeitos dos tratamentos (BPA, hidroperiodo e densidade inicial) e suas
interagdes sobre as varidveis-resposta através de andlise de varidncia de trés fatores
(ANOVA) (P < 0.05). Para andlise da feminilizacdo realizamos uma andlise de varidncia
unifatorial (BPA), uma vez que ndo havia razio para considerar que a densidade ou o
hidroperiodo alterariam a propor¢do de fémeas metamorfoseando, o que foi confirmado

através de uma anova fatorial prévia comparando apenas os tratamentos sem BPA.

Para as varidveis-resposta sobrevivéncia até a metamorfose, tempo médio de
desenvolvimento e CRC na metamorfose realizamos uma andlise de varidncia multivariada
(MANOVA) (P < 0.05), para obter um teste ajustado para o erro do tipo I devido as mdltiplas

ANOV As. Utilizamos para andlises estatisticas o programa SYSTAT versdo 12.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Temperatura e pH

A temperatura ambiente média foi 28,7+2°C, com minima de 26 e maxima de 32°C. A
umidade do ar média foi 80%, com minima de 56% e méaxima de 90%. A temperatura média

da 4gua decantada para troca da 4gua dos aquarios foi 27,5 +0,7°C e o pH 4,9+0,1.

A dgua dos aqudrios apresentou valor médio de temperatura 26,2 +0,02°C e de pH
4,940,02. A média da temperatura em °C da dgua foi significativamente maior (U=199,
p=0,022, N=24) nos ambientes tempordrios (26,239+0,0018; minimo=26,220;
maximo=26,290) do que nos permanentes (26,227+0,010; minimo=26, 2; miximo=26,2;
Figura 8). Mas essa diferenca foi em uma escala de temperatura muito pequena, menor do que
0,5°C. O pH niao diferiu significativamente (U=290, p=0,958, N=24) entre os ambientes
permanentes (4,931+0,015; minimo=4,890;miximo=4,940) e tempordrios (4,927+0,025;

minimo=4,850;mdximo=4,940; Figura 9).

4.2 Sobrevivéncia até a metamorfose

Obtivemos 160 sobreviventes (6%), destes 111 (4,2%) atingiram a metamorfose e 49
individuos se mantiveram na fase larval até o término do experimento. Os girinos que
sobreviveram se mantiveram no estidgio 39 (Gosner 1960) até o fim do experimento, com o
maior niimero de larvas remanescentes, 23, na maior concentracio (C2), seguida de 19 girinos

na concentragdo baixa e 7 no controle.

Em seis réplicas ndo obtivemos sobreviventes, trés do tratamento C1 (0,005 pg L)/
permanente/densidade alta (C1PD), duas do Cl/temporario/densidade alta (C1TD), e uma da

concentracdo C2 (2,5 ug L'1)/permanente/densidade alta (C2PD).
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A presenga de BPA na dgua, a densidade inicial dos girinos e o ambiente temporério ou
permanente influenciaram significativamente na sobrevivéncia até a metamorfose dos girinos
de P. cuvieri, havendo interacdo entre densidade e ambiente (Tabela 5). A maior
sobrevivéncia ocorreu na auséncia de BPA (Tukey, COxC1: p=0,001; COxC2: p=0,002), na
baixa densidade e no ambiente temporario (Figura 10). O efeito foi maior nos ambientes
tempordrios de alta densidade (Figura 11). A sobrevivéncia mdxima dos individuos ocorreu
até o décimo dia de experimento, quando a maioria dos girinos ainda estava no estdgio 25 e
26, a partir desse marco a mortalidade aumentou nos trés tratamentos (CO, Cl1 e C2),

apresentando-se maior no tratamento C1PD e C1TD (Figura 12, Tabela 6).

A andlise multivariada mostrou que os fatores isolados e suas intera¢des causaram efeito
significativo sobre a sobrevivéncia até a metamorfose, tamanho na metamorfose e a biomassa
produzida, exceto a intera¢do do contaminante com a densidade inicial de individuos (Tabela

7.

4.3 Tempo de desenvolvimento

O experimento ocorreu durante 81 dias, periodo em que a maioria dos girinos havia
alcancado a metamorfose. O tempo minimo de desenvolvimento individual ocorreu no

controle, 19 dias, € o maximo de 80 dias, no C2.

A média geral de tempo de desenvolvimento dos individuos durante todo o experimento
foi 33 dias. Os girinos que se desenvolveram em ambientes sem BPA (C0O) apresentaram
menor variacdo e médias mais baixas de periodo larvirio, exceto em relagdo aos tratamentos
C1 e C2 em ambientes permanentes com densidade baixa (Tabela 6; Figura 13). As diferencas

entre os tratamentos nio foram significativas (Tabela 8).
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4.4 Tamanho na metamorfose

Os individuos de P. cuvieri que chegaram a metamorfose obtiveram a média geral de 8,19
mm de CRC, sendo que o menor tamanho individual na metamorfose foi 6,28 mm em C1PD,

e o maior foi 9,64 mm em COPd.

A média no tratamento C1PD foi menor do que a dos outros tratamentos (Tabela 6), mas
foi baseada em apenas um girino que metamorfoseou. Este resultado influenciou o resultado
da andlise, que mostrou a reducio do tamanho dos metamorfos em C1 e dos individuos dos
ambientes permanentes (Figura 14) e da interacdo entre esses fatores (Figura 15). A média
dos individuos do tratamento ambientes permanentes x densidade alta também foi menor
(Figura 16) e a interacdo entre os fatores (BPA x ambientes x densidade; Figura 17) foi
altamente significativa (Tabela 9). No entanto as comparacdes a posteriori, apenas as que

envolveram o tratamento C1PD foram significativas (Tukey, p<0,003).

4.5 Biomassa

O peso inicial médio individual dos girinos de P. cuvieri foi 0,0044 mg (N=100; s =
0,001).

A biomassa produzida variou entre os tratamentos (Tabela 6). Os fatores tiveram efeitos
significativos, mas ndo apresentaram interacdo significativa (Tabela 10). O BPA diminuiu a
biomassa produzida (Figura 18; Tukey, COxC1:p=0,000, COxC2:p=0,001), ndo diferindo em
efeito entre as concentragdes (Figural8; Tukey, C1xC2:p=0,522). A biomassa produzida foi

maior nos ambientes tempordrios e nas baixas densidades (Figura 18).
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Tabela 5. ANOVA dos efeitos de BPA (ausente, 0,005 pg L' ou 25 ng L"), densidade
inicial alta ou baixa e ambientes permanentes ou temporérios sobre a porcentagem de girinos

de Physalaemus cuvieri que alcancaram a metamorfose (transformada em arcseno V%

metamorfos).

Fatores SQ gl QM F p
BPA 0.240 2 0.120 10.029 <0,0001
Ambientes 0.156 1 0.156 13.038 0,001
Densidade 2.984 1 2.984 249.615 <0,0001
Ambientes*BPA 0.010 2 0.005 0.432 0,652
Densidade*BPA 0.071 2 0.036 2.988 0,063
Densidade*Ambientes 0.057 1 0.057 4.734 0,036
Densidade*Ambientes*BPA  0.003 2 0.001 0.119 0,888
Erro 0.430 36 0.012 10.029

Tabela 6. Resposta de Physalaemus cuvieri aos tratamentos concentragdo de BPA
(CO=ausente, C1=0,005 pg L', C2=2,5 pg L"), ambientes permanentes (P) ou temporarios
(T) e densidade inicial de girinos baixa (d) ou alta (D). Os dados de cada tratamento sao as

médias seguidas do desvio padrao.

p ¢ Porcentagem Tempo até CRC na Razdo de
Tratamentos N = o chagem de girinos metamorfose metamorfose  Biomassa
metamorfos .
remanescentes (d) (mm) Produzida
COPd 4 41 %5 25+5 30,535 8,0+0,9 55+23
COPD 4 1,7+0,5 0,2+£0,5 34,0+4,6 82+0,2 0,2+0,1
COTd 4 35 +30 5+8,3 321+70 85+04 89+28
COTD 4 22+14 0,4 £0,9 33,4+99 83+0,5 04+£0,2
C1Pd 4 20+ 14 10 £ 8,1 292 +4,1 8,1 +0,8 29+21
C1PD 4 0,3+0,5 0,8+£0,9 41,00 6,2+0 7,1+1,1
C1Td 4 35+12 20 =11 37553 7,6 £0,2 41+£1,6
C1TD 4 0,3+0,5 1+£2 350+0 88+0 0,03+0
C2Pd 4 155 55 28,7+6,9 8,5+0,6 23+0,6
C2PD 4 0,5+0,5 05+1 37,5+12,0 85+0,1 0,07+0,08
C2Td 4 32+9 12+9 383+74 8,1+0,2 44+15
C2TD 4 32 3+1 37,2+ 11,3 8,5+£04 0,5+04
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Tabela 7. MANOVA dos efeitos dos fatores BPA (ausente, C1=0,005 ng L'eC2=25 pg L
1), tipo de ambiente (temporario e permanente) e densidade inicial (alta e baixa) sobre a
sobrevivéncia até a metamorfose (arcsen V%), razdo de biomassa produzida (V) e

comprimento rostro-cloacal na metamorfose (In) dos girinos de Physalaemus cuvieri em

aquarios.

Efeito Wilks’A F gl p
BPA 0,399 6.605 6, 68 <0,001
Ambiente 0.585 8.052 3,34 <0,001
Densidade 0.117 85.367 3,34 <0,001
BPA*Ambiente 0.677 2.445 6, 68 0,034
BPA*Densidade 0.777 1.524 6, 68 0,184
Ambiente*Densidade 0.651 6.071 3, 34 0,002
BPA* Ambiente*Densidade 0.506 4.598 6, 68 0,001

Tabela 8. ANOVA dos efeitos de BPA (ausente, 0,005 pg L' ou 25 ng L"), densidade
inicial alta ou baixa e ambientes permanentes ou tempordrios sobre o tempo médio até a
metamorfose de girinos de Physalaemus cuvieri (transformado em logaritmo natural do tempo

até a metamorfose).

Fatores SQ gl oM F p
BPA 0.058 2 0.029 0.607 0,552
Ambientes 0.028 1 0.028 0.591 0,449
Densidade 0.081 1 0.081 1.718 0,201
Ambientes*BPA 0.035 2 0.017 0.367 0,696
Densidade*BPA 0.007 2 0.004 0.076 0,927
Densidade*Ambientes 0.133 1 0.133 2.798 0,106
Densidade*Ambientes*BPA 0.041 2 0.021 0.435 0,652
Erro 1.280 27 0.047
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Figura 10. Efeito das concentracdes de BPA, dos ambientes permanentes ou temporarios e

da densidade inicial de girinos de Physalaemus cuvieri na sobrevivéncia até a metamorfose
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0.6 77 °
0.6 — °©
0.5 °
- 0.5+ °©
% 0.4 ° ©
@ o
g < 0.4 °
«@ <L
2 03 ° =
§ © 03 °
8 0.2 ° 3
(20 (8 0.2 )
0.1+ ° 01+
0.0 g T 1 0.0 g T 1
Alta . Baixa Alta Baixa
Densidade Densidade

Figura 11. Efeito da interacdo dos ambientes permanentes (P) ou tempordrios (T) e da

densidade inicial de girinos de Physalaemus cuvieri na sobrevivéncia (%) até a metamorfose.
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Tabela 9. ANOVA dos efeitos de BPA (ausente, 0,005 pg L' ou 25 ng L"), densidade

inicial alta ou baixa e ambientes permanentes ou tempordrios sobre o tamanho médio dos

metamorfoseados de Physalaemus cuvieri

comprimento rostro cloacal dos metamorfos).

(transformado em logaritmo natural do

Fatores SQ gl QM F p
BPA 0.077 2 0.038 10.006 <0,0001
Ambientes 0.037 1 0.037 9.734 0,004
Densidade 0.001 1 0.001 0.312 0,580
Ambientes*BPA 0.052 2 0.026 6.724 0,003
Densidade*BPA 0.014 2 0.007 1.778 0,184
Densidade*Ambientes 0.048 1 0.048 12.525 0,001
Densidade*Ambientes*BPA 0.114 2 0.057 14.839 <0,0001
Erro 0.138 36 0.004
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Figura 15. Efeito da interacio de BPA e dos ambientes permanentes ou tempordrios no

tamanho de Physalaemus cuvieri até metamorfose. CO (0 pg LY, C1 (0,005 ug LHheC225

ug LY.
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densidade inicial de Physalaemus cuvieri no tamanho na metamorfose. CO (0 pg L"), Cl1

(0,005 ug Ly e C2 (2,5 ugLh).
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Tabela 10. ANOVA dos efeitos de BPA (ausente, 0,005 pg L ou 2,5 pg L), densidade

inicial alta ou baixa e ambientes permanentes ou temporarios sobre a biomassa produzida de

Physalaemus cuvieri (transformada em raiz quadrada da biomassa produzida).

Fatores SQ gl QM F p
BPA 3.643 2 1.822 13.359 <0,0001
Ambientes 1.635 1 1.635 11.993 0,001
Densidade 35.949 1 35.949 263.639 <0,0001
Ambientes*BPA 0.191 2 0.096 0.701 0,503
Densidade*BPA 0.871 2 0.436 3.196 0,053
Densidade* Ambientes 0.350 1 0.350 2.568 0,118
Densidade* Ambientes*BPA 0.059 2 0.030 0.218 0,805
Erro 4.909 36 0.136
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Figura 18. Efeito das concentra¢des de BPA, dos ambientes permanentes ou tempordrios e da

densidade inicial de girinos de Physalaemus cuvieri sobre a biomassa produzida (g). CO (0 ug

L"), C1 (0,005 ugL ") e C2 (2,5 ugL™").
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4.6 Razao sexual

Na auséncia do BPA a razio sexual foi a mais préxima de 50%, em C1 houve uma menor
proporcdo de fémeas (47%) e em C2, a maior proporcido de fémeas (62%; Figura 19), mas
houve grande variagdo dentro dos tratamentos (Figura 20) e essas diferengas ndo foram
significativas (Tabela 11). Portanto, em girinos de P. cuvieri expostos as concentracdes de

BPA deste estudo ndo observamos feminilizacao.

Tabela 11. ANOVA do efeito do BPA sobre a porcentagem de fémeas de Physalaemus
cuvieri dos tratamentos CO (0 ug L™), C1 (0,005 pgL™") e C2 (2,5 ug L™).

Fatores gl F p
BPA 2 0.078 0,925
Erro 45
100%
90%
80%
70% 0.54 0.47
0.62
® 60%
2
)]
® 50%
© F
8 400
e 40% M
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20%

10%
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Cco C1 Cc2
BPA

Figura 19. Efeito das concentracdes de BPA sobre a razdo sexual dos individuos
metamorfoseados de Physalaemus cuvieri. CO (0 pg L), C1 (0,005 pg L) e C2 (2,5 pg L™).
F = fémea e M = macho.
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5. DISCUSSAO

5.1 Temperatura e pH

Os ambientes tempordrios e permanentes apresentaram diferengas significativa nas
temperaturas, como era esperado. A elevacdo da temperatura dos ambientes temporarios pode
influenciar na duracdo da metamorfose dos anfibios anuros, levando os individuos a
metamorfosearem mais rapidamente (LEIPS et al. 2000). Em ambiente natural de
desenvolvimento de P. cuvieri, a temperatura média das pogas é 24,9°C (MANEYRO;

BEHEREGARAY 2007), valor abaixo da temperatura obtida no nosso estudo.

No entanto, a diferenca de temperatura foi muito pequena para ter afetado o
desenvolvimento. De qualquer modo, o nosso desenho experimental ndo pretendia diferenciar
efeitos de temperatura de outros efeitos esperados em ambientes tempordrios, como a

diminui¢do do espago e o estresse.

O pH obtido nos aquérios deste experimento estd abaixo da faixa de variacdo encontrada
por Leal (2007) de 5,56 a 8,77, que foram medidas em pocgas naturais localizadas em dreas
abertas do municipio de Sao Luis, onde P. cuvieri se reproduz. O valor do pH da 4dgua pode
influenciar no comportamento do contaminante, pois 0 BPA possui valor de pKa elevado
indicando ser um 4cido muito fraco, mas apesar da ionizacdo dessa substincia ocorrer em pH
bésico, ndo é improvavel que seja sensivel a ionizacdo em niveis ambientais de pH igual a 7

ou menor (COUSINS et al. 2002).
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5.2 Sobrevivéncia até a metamorfose

Alguns experimentos com anfibios anuros demonstram aumento da mortalidade
quando associados a presenca do BPA (KLOAS et al. 1999; IWAMURO et al. 2003; LEVY

et al. 2004; GOTO et al. 2006; OHNUMA et al. 2006; FINI et al. 2007).

Obtivemos neste experimento 6% de sobreviventes nos tratamentos controle (C0), o
que estd de acordo com a taxa de sobrevivéncia de populagdes naturais dos girinos que é em
torno de 5%, devido as diversas pressdes seletivas que sofrem durante seu desenvolvimento

larvario nos ambientes naturais (SEMLITISH 1987).

Levy e colaboradores (2004) em experimentos com Xenopus laevis observaram que
em tanques contendo 40 girinos, em concentracdes de 2,3, 23 e 230 ug L' de BPA, a
mortalidade foi em torno de 10 a 20%. No entanto, nossos resultados evidenciam 96% de
mortalidade para P. cuvieri em tratamento com BPA. Mesmo nos tratamentos com baixa
densidade, a mortalidade foi elevada, e a maior concentragdo utilizada neste trabalho foi
similar 2 menor utilizada por Levy ef al. (2004). Em outro estudo, Koponen e Kukkonen
(2002) também observaram diminuicdo da sobrevivéncia (10% de mortalidade) de larvas de
Rana temporaria dispostas em pratos pyrex, com 30 individuos por prato, contendo

concentracdes de BPA bem mais elevadas (1.000 pg L™) do que as testadas no nosso trabalho.

A diferenca na taxa de mortalidade observada pode ter ocorrido devido as diferengas
ecoldgicas dessas espécies, X. laevis e R. temporaria sdo espécies filtradoras enquanto P.
cuvieri ¢ uma espécie raspadora. Como a maior concentracdo de BPA ¢é encontrada nos
sedimentos (FDA 2008), é esperado nos ambientes naturais que esse contaminante possa

afetar mais as espécies que vivem no fundo dos corpos d’agua, como P. cuvieri. No entanto, é
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importante avaliar a resposta de espécies ecologicamente distintas e de regides geograficas

diferentes ao BPA, como essas duas espécies.

Physalaemus cuvieri, por ser sensivel a baixas concentragdes de BPA e ser facilmente
obsevada em locais ji alterados pelo homem pode ser considerada um bom biodicador da
contaminacdo ambiental. Espécies bioindicadoras indicam a condi¢do do ambiente devido a

sua moderada tolerancia a variagdo ambiental (HOLT; MILLER 2011).

O maior nimero de metamorfos nos ambientes temporarios pode ser explicado pela
adaptacdo dessa espécie a esses ambientes, que apresentam risco de dessecacdo. Girinos que
se desenvolvem em lagoas tempordrias devem ajustar o desenvolvimento em resposta ao
hidroperiodo, garantindo a sobrevivéncia e realiza¢do da metamorfose rapidamente (LEIPS et

al. 2000).

O resultado obtido neste estudo € semelhante ao observado por Ferreira (2011), onde a
mortalidade foi maior nos tratamentos com alta densidade, devido possivelmente a
competicdo intraespecifica, principalmente por espaco, o que leva ao aumento do estresse. No
entanto, o experimento apresentou alta mortalidade nos primeiros dez dias, independente dos

tratamentos, o que provavelmente ocorre também em condi¢cdes naturais.

5.3 Tempo de desenvolvimento

O tempo médio de desenvolvimento de P. cuvieri é quarenta e cinco dias (BARRETO;
ANDRADE 1995), no entanto neste estudo o tempo de desenvolvimento foi menor. Nos
ambientes experimentais, mesmo na auséncia de predadores, a baixa densidade e a

temperatura podem ter contribuido para a diminuicdo da média geral do periodo larvario.
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Pickford et al. (2003) nos seus experimentos com larvas de X. laevis expostas ao BPA
(concentragdes 10, 23, 100 e 500 pug L) também nio obtiveram diferencas significativas no

tempo de metamorfose, quando comparados ao controle.

Era esperado que o ambiente tempordrio interferisse no tempo da metamorfose fazendo
com que os girinos metamorfoseassem mais rdpido pela diminuicdo da drea e consequente
aumento da densidade populacional, reduzindo assim o risco de morte por dessecacdo e a
competicio (WILBUR; COLLINS 1973). Ao contrdrio do esperado, em alguns ambientes
permanentes de baixa densidade o desenvolvimento larvério foi mais curto. Talvez o inicio da
secagem dos aqudrios apds o periodo de maior mortalidade das larvas tenha influenciado esse
resultado, diminuindo os efeitos de densidade esperados. No entanto, Maciel e Junca (2009)
observaram em experimentos com baixa densidade de girinos de Pleurodema diplolister,
também pertencentente a familia Leiuperidae, que a reducdo do volume de dgua, em 26°C,
ndo influenciou no tempo de metamorfose dos individuos, assim como o resultado obtido no

nosso estudo.

Por outro lado, como a dgua foi mantida no nivel minimo nos aquérios tempordrios, foi

possivel que os girinos se mantivessem por mais tempo no estdgio larval.

5.4 Tamanho na metamorfose

Andrade (1995) observou que o aumento da densidade de girinos de P. cuvieri causou
diminui¢do da sobrevivéncia e biomassa das populagdes em pocgas artificiais, assim como

diminui¢do do tamanho dos metamorfos.

Pickford et al. (2003) nos seus experimentos com larvas de X. laevis expostas ao BPA
(concentragdes 10, 23, 100 e 500 pg L") ndo obtiveram diferengas significativas no

comprimento rostro-anal.
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Embora a presenca do contaminante nas concentracdes testadas tenha mostrado um efeito
significativo sobre P. cuvieri, com diminuicdo do tamanho no tratamento CIPD, esse
resultado € questiondvel, pois resulta de um tnico metamorfo, podendo se tratar de uma
variacdo individual. No geral, a maior concentragdo de BPA tende a levar a um maior CRA
dos metamorfoseados, sendo possivel que o BPA cause acdo desregulatéria enddcrina sobre
esses organismos. Levy et al. (2004) demonstraram aumento do tamanho e peso corporal dos
individuos X. laevis nas 3 concentracdes de BPA testadas (2,3, 23 e 230 ug L'l), com uma
tendéncia de pesos maiores na concetracdo mais baixa, que é semelhante a usada no nosso

estudo.

A relagdo dose resposta é um tema ainda discutivel (FONTENELE et al. 2010). Séo
necessarios outros experimentos, com mais repeticdes e utilizando uma variagdo maior de

concentragdes de BPA, para esclarecer melhor esta questao.

5.5 Biomassa

Os resultados mostraram que o BPA afeta negativamente a biomassa produzida, como era
esperado. Esse resultado estd associado diretamente a maior sobrevivéncia, uma vez que nao
houve variacdio no tamanho dos metamorfos. A biomassa foi maior nos ambientes
temporarios e também nas baixas densidades iniciais. Andrade (1995) também constatou em

pocas artificiais a diminui¢do de biomassa em altas densidades de girinos de P. cuvieri.

5.6 Razao sexual

Kloas et al. (1999) mostraram em experimentos com Xenopus laevis um aumento
significativo do nimero de fémeas na maior concentragdo de BPA (23 png ) quando
comparada ao controle. Pickford et al. (2003), em experimentos com larvas dessa mesma

espécie expostas ao BPA (concentragdes 10, 23, 100 e 500 pug L"), ndo obtiveram diferengas
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significativas na razdo sexual (50:50). Levy et al. (2004) realizaram dois experimentos,
também com larvas de X. laevis expostas a BPA, e observaram diferencas significativas na
razio sexual em concentracdes de 23 pg L', com maior proporcio de fémeas em ambos
experimentos (69% e 70%, respectivamente). Os diferentes resultados desses autores podem
ter ocorrido pelas diferencas no desenho experimental dos estudos (FDA 2008), com regimes
de exposi¢ao semi-estitico, renovagdo periddica da solu¢do de BPA (LEVY et al. 2004;
KLOAS ef al. 1999) e com sistema de fluxo continuo das dilui¢des contendo BPA durante todo o

experimento (PICKFORD et al. 2003).

No entanto, a concentracdo testada em todos esses estudos foi muito maior do que as
utilizadas no presente estudo, onde ndo evidenciamos efeito do BPA na razdo sexual de P.
cuvieri, quando presente na concentracao de 0,005 e de 2,5 pg L. Diferentes espécies podem

apresentar diferentes respostas aos contaminantes ambientais, mas € necessdrio testar as

mesmas concentragdes para avaliar se o efeito € 0 mesmo ou ndo.

O BPA € um estrogeno ndo esteredide que interfere na ligacdo 17 B-estradiol ao seu
receptor nos tecidos-alvo. Os esterdides sexuais agem nos primeiros estdgios da metamorfose,
na formacdo e diferenciagdo das gdénadas, e a presenca de um mimetizador do estrogénio
nessa fase pode causar mudanca de sexo (GOTO et a.l 2006; HOGAN et al. 2008;
MACKENZIE et al. 2003; PARK; KIDD 2005), no entanto essa modificagdo depende da

dose desse xenoestrogénio presente na dgua.

Nosso estudo apresentou resultados semelhantes aos de Ferreira (2011) que testou as
mesmas concentragdes deste estudo para etinilestradiol em P. cuvieri, que assim como o BPA,
pode causar mudanga no sexo dos individuos, no entanto ndo houve mudanga na razdo sexual

dos metamorfos. A explicacdo para esse resultado, assim como o do nosso estudo, foi que as
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concentragdes a que os girinos foram submetidos ndo foram suficientes para causar

feminilizacdo e mudancas na razdo sexual.

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no experimento fatorial que testou as interacdes ente BPA,
ambientes permanentes ou tempordrios e densidades iniciais alta e baixa sobre o

desenvolvimento larval de Physalaemus cuvieri, permite concluir que:

. A presenga de BPA na dgua, a densidade inicial dos girinos e o ambiente temporario
ou permanente influenciaram significativamente na sobrevivéncia até a metamorfose e na
biomassa produzida de P. cuvieri.

° O tempo até a metamorfose, tamanho na metamorfose e razdo sexual ndo variaram
significativamente na presenga de BPA.

. A maior sobrevivéncia ocorreu na auséncia do contaminante, em baixa densidade e no
ambiente temporario.

. A mortalidade foi maior nos tratamentos com alta densidade, onde ocorre aumento do
estresse devido possivelmente a competi¢@o intraespecifica, principalmente por espaco.

. A mortalidade obtida foi maior do que a observada em estudos com outras espécies de
anuros, o que pode ter ocorrido devido as diferencas ecoldgicas dessas espécies.

. A sobrevivéncia foi maior nos ambientes tempordrios, o que pode ser explicado pela
adaptacdo dessa espécie a esses ambientes, que apresentam risco de dessecacgao.

. A sobrevivéncia diminuiu bastante nos 10 primeiros dias de experimento,
independente dos tratamentos, o que provavelmente ocorre também em condi¢des naturais.

° Mesmo ndo variando significativamente, o tamanho na metamorfose tende a se maior
na maior concentracio de BPA, sendo possivel que o BPA cause acdo desregulatdria

enddcrina sobre esses organismos.
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. O BPA afeta negativamente a biomassa produzida, como era esperado, e se deve pela
diminui¢do da sobrevivéncia, com maior efeito nos ambientes permanentes e densidade alta.

. Nao houve mudanga na razdo sexual dos girinos de P. cuvieri, diferentemente do
esperado e registrado para Xenopus laevis em concentracdes maiores de BPA do que a do

nosso estudo.
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EFEITOS DO BISFENOL A SOBRE GIRINOS DE PHYSALAEMUS CUVIERI

(ANURA: LEIUPERIDAE) EM AMBIENTES TEMPORARIOS E PERMANENTES

ALINE N. MAGALHAES; NATILENE M. BRITO; BRENA MARCIA F. BORGES, and

GILDA V. DE ANDRADE

Universidade Federal do Maranhdo, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satide, Departamento
de Biologia. Av. dos Portugueses, s/n - Campus do Bacanga, Depto Biologia Bacanga 65085-

580 - Sdo Luis, MA — Brasil.

Abstract. The environmental contaminants contribute to the declining populations of
many species of frogs, but few studies report the effects of bisphenol A (BPA) in these
animals. However, the concentration of that substance in the environment increases with the
technological and social advancement causing negative impacts on ecosystems and aquatic
organisms. The aim of this study was to evaluate the effects of BPA, associated with other
stressors (high density and environment drying) on the development of tadpoles of
Physalaemus cuvieri that develop in lentic water bodies and temporary locations that may
become illegal dumping in the cities. For this, we conducted one experiment in glass
aquariums testing concentrations 0.005 ug L' and 2.5 ug L' of BPA combined with different
initial densities of tadpoles in permanent and temporary environments. We evaluated five
response variables: survival until metamorphosis, mean larval period, metamorphs snout-vent
lenght, biomass production on metamorphosis, and proportion of metamorphic females. The
presence of BPA in the water decreased the survival and the biomass, however did not
affected the larval period, body size, and the sex ratio. Therefore, as in many places it have
already been detected greater levels of bisphenol A than the tested concentrations used in this
study, we expect that this contaminant may be affecting many amphibian populations, as
many other animal species.
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Key words: Amphibia, plastic contamination, density effects, hydroperiod effects.
INTRODUCAO

Os poluentes emergentes sdo aqueles que estdo sendo introduzidos rapidamente no
meio ambiente sem restri¢des ou estudos apropriados dos possiveis danos que possam causar
(Filho et al. 2007). Dentre esses poluentes estdo os disruptores enddcrinos (endocrine
disruptores, ED) que sdo agentes ou substancias quimicas presentes no meio ambiente que
tendem a se acumular no solo e nos sedimentos dos rios. Os ED’s mesmo em baixa
concentragdo afetam as espécies aqudticas diminuindo a fertilidade, causando deformidades,
masculinizacdo e feminilizagdo em muitos grupos de animais, dependendo da sensibilidade de
cada espécie e do periodo de exposi¢do ao contaminante (Ghisselli and Jardim 2007;
Santamarta 2001). Exposi¢des nos estdgios iniciais de vida podem causar danos irreversiveis

que podem levar muitas espécies até mesmo a extingdao (Gascon et al. 2007).

O bisfenol A (BPA) é um desses poluentes que atua no sistema enddcrino e esta
presente nos ecossistemas aquaticos. E matéria-prima para fabricacdo do pldstico que quando
em contato com um meio liquido pode ser liberado ao ambiente externo por lixiviagao,
reacdo esta acelerada com o aumento da temperatura (Raimundo 2007; Krishnan et al.1993).
Quando o BPA encontra-se biodisponivel € potencialmente negativo ao desenvolvimento dos
individuos, pois mimetiza o hormonio estrogénio e se liga aos seus receptores, se
armazenando no tecido adiposo de muitos seres vivos, podendo causar uma série de efeitos
negativos em muitas espécies (Santamarta 2001; FDA 2008). Dentre os principais efeitos do
BPA temos redug@o da biomassa em algas (Alexander et al. 1988), malformacio,
feminilizacdo e aumento do niimero de desovas e ovos por desova em moluscos (Oehlmann et
al. 2006), diminui¢do da sobrevivéncia em crustaceos (Johnson et al. 2005), feminilizacdo e
malformagdes em anfibios (Levy et al. 2004; Iwamuro et al. 2003), altera¢Ges na vitelogé€nese
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e reproduc¢do em peixes (Fenske et al. 2005) e reducdo da espermatogénese em aves (Furuya

et al. 20006).

Os contaminantes ambientais contribuem para o declinio de populacdes de muitas
espécies, porém ainda poucos estudos relatam os efeitos do BPA nos seres vivos. No entanto,
a concentrag@o desse ED aumenta no ambiente juntamente com o avango tecnolégico e social
causando impactos negativos nos ecossistemas e organismos aquéticos (Sodré et al. 2007;

Duarte 2008).

Os anfibios anuros sdo um dos grupos de animais que potencialmente sofrem os
impactos negativos do BPA no meio ambiente, apresentando-se como importantes
bioindicadores da contaminacdo ambiental (Blaustein et al. 1995; Marcantonio 2005; Sanchez
2006). Eles sdo sensiveis as mudangas em seu ambiente externo por estarem em contato
intimo com muitos componentes do seu ambiente natural devido ao seu ciclo de vida duplo e

a sua pele permedvel (Gardner 2001).

Em alguns ecossistemas, os anfibios sao os vertebrados mais abundantes, e assim a sua
auséncia pode comprometer seriamente o funcionamento da comunidade ecoldgica (Blaustein
et al. 1995). No entanto, nas tltimas décadas tem-se observado em diferentes regides do
mundo o declinio de algumas popula¢des de anfibios que pode estar relacionado, além de
outros fatores, a contaminacdo quimica dos ambientes por estressores que afetam os anuros
tornando-os susceptiveis a predadores, afetando relagdes competitivas e reduzindo o sucesso

reprodutivo dos individuos (Gascon et al. 2007).

As interagdes bidticas e abidticas atuam sobre a distribui¢do e abundéncia das espécies
influenciando direta ou indiretamente no desenvolvimento dos anfibios (e.g. Andrade 1995;
Rogers and Chalcraft 2008). Dentre os fatores bidticos, o efeito da densidade de individuos

age diretamente sobre o desenvolvimento larvario dos anuros aumentando o estresse, devido a
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falta de espacgo ou liberagdo de inibidores de crescimento (John and Fenster 1975;
Steinwascher 1979) e aumenta a competi¢@o principalmente por alimento (Newman 1994). O
hidroperiodo da lagoa também influencia o desenvolvimento dos girinos ja que leva os
individuos a metamorfosearem rapidamente, antes que a lagoa seque por completo (Rogers

and Chalcraft 2008).

Portanto, fatores como a densidade de girinos,mudangas no hidroperiodo da lagoa e
alteragdes no pH sdo conhecidos por influenciar negativamente a dinamica da populagdo e da
comunidade de anfibios, podendo influenciar na poténcia de um contaminante (Boone and
Semlitsch 2002). Assim, esses fatores naturais somados a contaminag¢do dos ambientes
aquéticos podem ser responsaveis pelo rdpido declinio de vérias espécies de anfibios,
ressaltando a necessidade urgente de pesquisas e a implementacdo imediata de estratégias
para aumentar os esforcos para a conservacdo desses animais. Em regides, como o nordeste
do Brasil, onde existem poucos dados sobre diversidade, abundancia e distribuicdo das
espécies, muitas espécies ja devem ter sido extintas antes de serem descobertas, algumas ja
estdo ameacadas de extingdo e muitas outras em breve vao desaparecer, se ndo forem tomadas

medidas de preservagdo e conservagcao dos ambientes (Haddad and Prado 2005).

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do BPA sobre o
desenvolvimento de girinos de Physalaemus cuvieri Fitzinger, 1826 (Anura: Leiuperidae) que
se desenvolvem em corpos d’dgua I€nticos e tempordrios, locais que podem se tornar depdsito
ilegal de lixo nas cidades e seus arredores. Essa espécie é conhecida vulgarmente como ra-
cachorro, tem ampla distribui¢do no Brasil e comumente é encontrada préxima as habitacdes
humanas (IUCN 2010; Andrade 1995). Os ovos, cerca de 400 por desova, sdo depositados em
ninho de espuma e se desenvolvem em girinos raspadores (Barreto and Andrade 1995).

Portanto, P. cuvieri pode servir de modelo para avaliarmos o efeito do bisfenol A sobre o
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desenvolvimento de muitas espécies de anfibios anuros ecologicamente similares. A hip6tese
central desse estudo foi que o BPA afeta negativamente a sobrevivéncia e o tamanho dos
individuos na metamorfose e, portanto, a biomassa produzida, bem como prolonga o tempo
para atingir a metamorfose e altera a razao sexual, aumentando a propor¢do de fémeas, com
maior efeito em pequenas pocas tempordrias com alta densidade devido ao aumento da

temperatura somado aos efeitos de densidade.

METODOS

As coletas de 13 desovas de P. cuvieri ocorreram na estacdo chuvosa de 2011 em pocas
tempordrias no sudoeste da ilha do Maranhdo (2°40°’S; 44°15°°0O), municipio de Sao Luis,
Maranhdo, Brasil. Apds a coleta, acomodamos as desovas em potes de vidro contendo a dgua
da poca para transportar ao Laboratério de Herpetologia e Ecologia Aplicada a Conservacao
da Universidade Federal do Maranhdo. Apds o inicio do experimento, soltamos os girinos ndo

utilizados no mesmo local da coleta.

Durante todo experimento evitamos o contato da d4gua com qualquer tipo de recipiente
pléstico, evitando dessa forma que nos aquérios controle houvesse presenca do BPA advindo
da lixiviagdo do contaminante presente nesses produtos, assim como alteracdo das

concentragdes testadas nos aquarios com bisfenol A.

As desovas coletadas permaneceram em aqudrios no laboratdrio até a eclosao. Apds dois
dias, quando as larvas atingiram o estdgio 25 (Gosner 1960), montamos o experimento em
aquérios de vidro alocados em uma varanda coberta, com iluminag¢@o natural e temperatura

ambiente.

Visando comparacdes com os resultados de Ferreira (2011), que testou os efeitos do

hormoénio 17a-etinilestradiol no desenvolvimento de girinos de P. cuvieri, utilizamos as
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mesmas concentragdes para o bisfenol A que as utilizadas para o horménio: 0,005 pg L'

(C1),2,5 nug L' (C2) e o controle, ausente (CO).

Utilizamos dgua de abastecimento urbano, decantada por trés dias para eliminacdo do
cloro, em baldes de aluminio. A cada troca de 4gua, medimos o pH e temperatura da dgua
decantada, repusemos as devidas concentragdes em cada aquério de vidro e fizemos a permuta
aleatdria dos mesmos, através de sorteios, para reduzir ou excluir a influéncia das variacdes

existentes no local do experimento, como temperatura e luminosidade.

Diariamente, avaliamos a mortalidade, retirando os individuos mortos dos recipientes e
medimos a umidade do ar e a temperatura ambiente (°C), mdxima e minima, com termometro

digital.

Realizamos um experimento fatorial 3 x 2 x 2, onde avaliamos o efeito do fator BPA em
concentracdes alta (C2), baixa (C1) ou ausente (C0), e dos fatores densidade (dez girinos
para densidade inicial baixa (d) e 100 para densidade inicial alta (D) e hidroperiodo
permanente (P) e tempordrio (T). Utilizamos quatro réplicas de cada tratamento, dezesseis
aqudrios para cada concentracio de BPA, totalizando 48 aquérios (6 x 20 x 12 cm).
Selecionamos 2640 girinos de tamanhos semelhantes, excluindo os individuos muito
pequenos. Cada tratamento e repeti¢do recebeu o mesmo nimero de girinos das diferentes

desovas, para garantir uma maior variabilidade genética.

Mantivemos a aerag@o dos aqudrios durante 12 horas por dia (das 19:00 as 7:00h) para
que nos aquérios com grande densidade ndao houvesse competi¢do por oxigénio. A troca de
dgua foi feita a cada cinco dias para reposi¢io da concentracdo do contaminante e retirada de

fezes e de restos de alimento.
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Para o hidroperiodo permanente, mantivemos os aquérios com o mesmo nivel de 4gua do
inicio do experimento (2,5 1) e para o tempordrio retiramos gradativamente a dgua, de acordo
com Andrade (1995). A partir do 15° dia, a cada troca de dgua, reduzimos o volume de dgua
para 66%, 50%, 33% e 16%. Este ultimo nivel permaneceu até o fim do experimento, pois um

grande nimero de girinos ainda ndo havia metamorfoseado.

Utilizamos diariamente racdo em flocos para peixes herbivoros (marca Alcon Vegetal),
inicialmente na proporg¢édo de 0,1 g /10 individuos, proporcionalmente aumentada com o
crescimento dos girinos. A medida que foram crescendo, adiciondvamos racio duas vezes ao

dia para sobrar alimento nos aqudrios, evitando a competi¢do pelo mesmo.

Antes de iniciarmos o experimento pesamos 100 girinos com 2 dias de eclosio,
selecionados com o mesmo critério dos introduzidos nos aqudrios, em balanca analitica com
precisdo de 0.0001 g, para obteng¢do da massa média inicial de cada girino. Para o célculo da
razdo da biomassa produzida em cada tratamento utilizamos a soma da massa dos individuos
recém-metamorfoseados (in vivo), mg dividida pela soma da massa média inicial dos girinos

introduzidos, m;: B =Y mg/Y m;,

A medida que os individuos comecaram a metamorfosear (estagio 42, Gosner 1960), os
retiramos dos aquérios, pesamos, medimos o comprimento rostro-cloacal (CRC) com
paquimetro digital (0,01 mm precisdo) e fixamos em dlcool a 70%. Também fixamos em

dlcool 70% os girinos que ndo metamorfosearam até o fim do experimento.

Nao foi possivel fazer a diferenciacio sexual por caracteres secundarios, por isso todos os
individuos metamorfoseados foram dissecados para determinacdo do sexo. Para visualizagdo
das gbnadas, abrimos a regido ventral e analisamos as estruturas masculinas e femininas com

auxilio de microscépio estereoscépico.
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Andlise estatistica

As médias de temperatura e pH da dgua dos aqudrios simulando ambientes permanentes e

tempordrios foram comparadas através do teste U de Mann-Whitney.

Avaliamos cinco varidveis-resposta: 1 - sobrevivéncia dos individuos de P. cuvieri até a
metamorfose, em porcentagem para ndo sofrer influencia das densidades iniciais; 2 - tempo de
desenvolvimento médio (em dias); 3 - tamanho dos jovens recém-metamorfoseados
(Comprimento rostro-cloacal - CRC), em mm; 4 — razdo da biomassa produzida e 5-

proporcdo de fémeas metamorfoseando.

Para checar a distribui¢cdo normal dos dados realizamos o teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade das varidncias com o teste de Levene. Transformamos os dados de
sobrevivéncia (%) e porcentagem de fémeas em arcseno da raiz quadrada, de tempo até a
metamorfose e CRC em logaritmo natural e de razdo de biomassa em raiz quadrada, visando
normalizar a distribui¢do e homogeneizar as variancias dos residuos (Sokal and Rohlf 1995).
Os dados de CRC e proporcdo de fémeas ndo normalizaram, por isso optamos por preencher
os dados ausentes de repeticdes onde ndo ocorreram sobreviventes utilizando a média do
tratamento, que € um procedimento conservativo com a vantagem de manter o desenho

original balanceado (Tabachnich and Fidell 1989).

Analisamos os efeitos dos tratamentos (BPA, hidroperiodo e densidade inicial) e suas
interagdes sobre as varidveis-resposta através de andlise de variancia de trés fatores
(ANOVA) (P <0,05). Para andlise da feminilizacdo realizamos uma anélise de varidncia
unifatorial (BPA), uma vez que nao havia razio para considerar que a densidade ou o
hidroperiodo alterariam a proporc¢do de fémeas metamorfoseando, o que foi confirmado

através de uma anova fatorial prévia comparando apenas os tratamentos sem BPA.
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Para as varidveis-resposta sobrevivéncia até a metamorfose, tempo médio de
desenvolvimento e CRC na metamorfose realizamos uma andlise de variancia multivariada
(MANOVA) (P <0,05), para obter um teste ajustado para o erro do tipo I devido as multiplas

ANOVAs. Utilizamos para andlises estatisticas o programa SYSTAT versdo 12.0.

RESULTADOS

Temperatura e pH

A temperatura ambiente média foi 28,7+£2°C, com minima de 26 e maxima de 32°C. A
umidade do ar média foi 80%, com minima de 56% e maxima de 90%. A temperatura média

da dgua decantada para troca da 4gua dos aquarios foi 27,5 £0,7°C e o pH 4,9+0,1.

A dgua dos aqudrios apresentou valor médio de temperatura 26,2 £0,02°C e de pH
4,940,02. A média da temperatura em °C da 4gua foi significativamente maior (U=199,
p=0,022, N=24) nos ambientes tempordarios (26,239+0,0018; minimo=26,220;
maximo=26,290) do que nos permanentes (26,227+0,010; minimo=26,210; midximo=26,250).
Mas essa diferenca foi em uma escala de temperatura muito pequena, menor do que 0,5°C. O
pH ndo diferiu significativamente (U=290, p=0,958, N=24) entre os ambientes permanentes
(4,93140,015; minimo=4,890; maximo=4,940) e tempordrios (4,927+0,025; minimo=4,850;

maximo=4,940).

Efeito dos Tratamentos
A andlise multivariada mostrou que os fatores isolados e suas interagdes tiveram efeito
significativo sobre a sobrevivéncia até a metamorfose, tamanho na metamorfose e a biomassa

produzida, exceto a intera¢do do contaminante com a densidade inicial de girinos (Tabela 1).

Sobrevivéncia até a metamorfose
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Obtivemos 160 sobreviventes (6%), destes 111 (4.2%) atingiram a metamorfose e 49
individuos se mantiveram na fase larval até o término do experimento. Os girinos que
sobreviveram se mantiveram no estagio 39 (Gosner 1960) até o fim do experimento, com o
maior niimero de larvas remanescentes, 23, na maior concentragao (C2), seguida de 19 girinos

na concentracdo baixa e 7 no controle.

Em cinco réplicas ndo obtivemos sobreviventes, duas do tratamento C1 (0,005 pg Ly
permanente/densidade alta (C1PD), duas do Cl/temporario/densidade alta (C1TD), e uma da

concentracdo C2 (2,5 ug L'1)/permanente/densidade alta (C2PD).

A presenga de bisfenol A na dgua, a densidade inicial dos girinos e o ambiente
tempordrio ou permanente influenciaram significativamente na sobrevivéncia até a
metamorfose dos girinos de P. cuvieri, havendo interacdo entre densidade e ambiente (Tabela
2). A maior sobrevivéncia ocorreu na auséncia de bisfenol A (Tukey, COxC1: p=0,001;
COxC2: p=0,002), na baixa densidade e no ambiente temporario (FIGURA 1). O efeito foi
maior nos ambientes temporarios de baixa densidade (FIGURA 2). A sobrevivéncia maxima
dos individuos ocorreu até o décimo dia de experimento, quando a maioria dos girinos ainda
estava no estdgio 25 e 26, a partir desse marco a mortalidade aumentou nos trés tratamentos

(CO, C1 e C2), apresentando-se maior no tratamento C1PD e C1TD (FIGURA 3, Tabela 3).

Tempo de desenvolvimento

O experimento ocorreu durante 81 dias, periodo em que a maioria dos girinos havia
alcangado a metamorfose. O tempo minimo de desenvolvimento individual ocorreu no

controle, 19 dias, e o maximo de 80 dias, no C2.
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A média geral de tempo de desenvolvimento dos individuos durante todo o experimento
foi 33 dias. Os girinos que se desenvolveram em ambientes sem BPA (CO) apresentaram
menor variacdo e médias mais baixas de periodo larvério, exceto em relacdo aos tratamentos
C1 e C2 em ambientes permanentes com densidade baixa (Tabela 2). As diferencas entre os

tratamentos nao foram significativas (Tabela 3).

Tamanho na metamorfose

Os individuos de P. cuvieri que chegaram a metamorfose obtiveram a média geral de 8,19
mm de comprimento rostro cloacal, sendo que o menor tamanho individual na metamorfose

foi 6,28mm em C1PD, e o maior foi 9,64mm em COPd.

A média do tratamento C1PD foi menor do que a dos outros tratamentos (Tabela 2), mas
baseada em apenas um girino que metamorfoseou. Este resultado influenciou o resultado da
andlise, que mostrou a interacdo entre os trés fatores (BPA x ambientes x densidade)
altamente significativa (Tabela 4), mas nas comparagdes a posteriori, apenas as que

envolveram o tratamento C1PD foram significativas (Tukey, p<0,003).

Biomassa

O peso inicial médio individual dos girinos de P. cuvieri foi 0.0044 mg (N=100; s =

0.001).

A biomassa produzida variou entre os tratamentos (Tabela 2). Os fatores tiveram efeitos
significativos, mas ndo apresentaram interacdo significativa (Tabela 5). O BPA diminuiu a
biomassa produzida (FIGURA 4; Tukey, COxC1:p=0,000, COxC2:p=0,001), nao diferindo em
efeito entre as concentracdes (FIGURA4;Tukey, C1xC2:p=0,522). A biomassa produzida foi

maior nos ambientes temporarios e nas baixas densidades (FIGURA 4).
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Razdo sexual

Na auséncia do BPA arazdo sexual foi a mais préxima de 50%, em C1 houve uma menor
proporcdo de fémeas (47%) e em C2, a maior proporcdo de fémeas (62%), mas houve grande
variacdo dentro dos tratamentos (FIGURA 5) e essas diferencas ndo foram significativas
(ANOVA: F,.45 =0,078, p=0,925). Portanto, em girinos de P. cuvieri expostos as

concentragdes de BPA deste estudo ndo observamos feminilizagdo.

DISCUSSAO

Temperatura e pH

Os ambientes temporérios e permanentes apresentaram diferencas significativa nas
temperaturas, como era esperado. A elevacio da temperatura dos ambientes temporarios pode
influenciar na dura¢ao da metamorfose dos anfibios anuros, levando os individuos a

metamorfosearem mais rapidamente (Leips et al. 2000).

No entanto, a diferenga de temperatura foi muito pequena para ter afetado o
desenvolvimento. De qualquer modo, o nosso desenho experimental ndo pretendia diferenciar
efeitos de temperatura de outros efeitos esperados em ambientes temporarios, como a

diminui¢do do espago e o estresse.

O pH obtido nos aquérios deste experimento estd abaixo da faixa de variacdo encontrada
por Leal (2007) de 5,56 a 8,77, que foram medidas em pocas naturais localizadas em areas
abertas do municipio de Sdo Luis, onde P. cuvieri se reproduz. O valor do pH da dgua pode
influenciar no comportamento do contaminante, pois o0 BPA possui valor de pKa elevado
indicando ser um 4cido muito fraco, mas apesar da ionizagdo dessa substancia ocorrer em pH
bésico, ndo € improvdvel que seja sensivel a ioniza¢do em niveis ambientais de pH igual a 7

ou menor (Cousins et al. 2002), como o observado no presente experimento.
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Sobrevivéncia até a metamorfose

Alguns experimentos com anfibios anuros demonstram aumento da mortalidade
quando associados a presenca do BPA (Kloas et al. 1999; Iwamuro et al. 2003; Levy et al.

2004; Goto et al. 2006; Ohnuma et al. 2006; Fini et al. 2007).

Obtivemos neste experimento 6% de sobreviventes nos tratamentos controle (C0), o
que estd de acordo com a taxa de sobrevivéncia de populagdes naturais dos girinos que € em
torno de 5%, devido as diversas pressdes seletivas que sofrem durante seu desenvolvimento

larvario nos ambientes naturais (Semlitish 1987).

Levy e colaboradores (2004) em experimentos com Xenopus laevis observaram que
em tanques contendo 40 girinos, em concentragdes de 2,3, 23 e 230 pg L' de BPA, a
mortalidade foi em torno de 10 a 20%. No entanto, nossos resultados evidenciam 96% de
mortalidade para P. cuvieri em tratamento com BPA. Mesmo nos tratamentos com baixa
densidade, a mortalidade foi elevada, e a maior concentracao utilizada neste trabalho foi
similar a2 menor utilizada por Levy et al. (2004). Em outro estudo, Koponen e Kukkonen
(2002) também observaram diminui¢ao da sobrevivéncia (10% de mortalidade) de larvas de
Rana temporaria dispostas em pratos pyrex, com 30 individuos por prato, contendo
concentracdes de BPA bem mais elevadas (1.000 pg L") do que as testadas no nosso trabalho.
A diferenca na taxa de mortalidade observada pode ter ocorrido devido as diferencas
ecoldgicas dessas espécies, X. laevis e R. temporaria sao espécies filtradoras enquanto P.
cuvieri € uma espécie raspadora. Como a maior concentra¢io de BPA € encontrada nos
sedimentos (FDA 2008), é esperado que esse contaminante possa afetar mais as espécies que

vivem no fundo dos corpos d’dgua, como P. cuvieri.

No entanto, é importante avaliar a resposta de espécies ecologicamente distintas e de

regides geogréficas diferentes ao BPA, como essas duas espécies.
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O maior nimero de metamorfos nos ambientes temporarios pode ser explicado pela
adaptacdo dessa espécie a esses ambientes, que apresentam risco de dessecag@o. Girinos que
se desenvolvem em lagoas tempordrias devem ajustar o desenvolvimento em resposta ao
hidroperiodo, garantindo a sobrevivéncia e realizacdo da metamorfose rapidamente (Leips et

al. 2000).

O resultado obtido neste estudo é semelhante ao observado por Ferreira (2011), onde a
mortalidade foi maior nos tratamentos com alta densidade, devido possivelmente a
competicdo intraespecifica, principalmente por espaco, o que leva ao aumento do estresse. No
entanto, o experimento apresentou alta mortalidade nos primeiros dez dias, independente dos

tratamentos, o que provavelmente ocorre também em condicdes naturais.
Tempo de desenvolvimento

O tempo médio de desenvolvimento de P. cuvieri é 45 dias (Barreto and Andrade 1995),
no entanto neste estudo o tempo de desenvolvimento foi menor. Nos ambientes
experimentais, mesmo na auséncia de predadores, a baixa densidade e a temperatura podem

ter contribuido para a diminui¢do da média geral do periodo larvario.

Pickford et al. (2003) nos seus experimentos com larvas de X. laevis expostas ao BPA
(concentragdes 10, 23, 100 e 500 pug L") também ndo obtiveram diferengas significativas no

tempo de metamorfose, quando comparados ao controle.

Era esperado que o ambiente temporério interferisse no tempo da metamorfose fazendo
com que os girinos metamorfoseassem mais rapido pela diminuicdo da 4rea e consequente
aumento da densidade populacional, reduzindo assim o risco de morte por dessecacdo e a
competicdo (Wilbur and Collins 1973). Ao contrario do esperado, em alguns ambientes

permanentes de baixa densidade o desenvolvimento larvério foi mais curto. Talvez o inicio da
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secagem dos aquérios apds o periodo de maior mortalidade das larvas tenha influenciado esse
resultado, diminuindo os efeitos de densidade esperados. No entanto, Maciel and Junca
(2009) observaram em experimentos com baixa densidade de girinos de Pleurodema
diplolister, também pertencentente a familia Leiuperidae, que a reducdo do volume de dgua,
em 26°C, ndo influenciou no tempo de metamorfose dos individuos, assim como o resultado

obtido no nosso estudo.

Por outro lado, como a dgua foi mantida no nivel minimo nos aquérios temporarios, foi

possivel que os girinos se mantivessem por mais tempo no estdgio larval.
Tamanho na metamorfose

Andrade (1995) observou que o aumento da densidade de girinos de P. cuvieri causou
diminui¢do da sobrevivéncia e biomassa das populacdes em pocas artificiais, assim como

diminui¢do do tamanho dos metamorfos.

Pickford et al. (2003) nos seus experimentos com larvas de X. laevis expostas ao BPA

(concentragdes 10, 23, 100 e 500 pg L") ndo obtiveram diferencas significativas no CRC.

Embora a presenga do contaminante nas concentragdes testadas tenha mostrado um efeito
significativo sobre P. cuvieri, com diminui¢do do tamanho no tratamento C1PD, esse
resultado € questiondvel, pois resulta de um tinico metamorfo, podendo se tratar de uma
variacdo individual. No geral, a maior concentra¢do de BPA tende a levar a um maior CRC
dos metamorfoseados, sendo possivel que o bisfenol A cause a¢do desregulatéria enddcrina
sobre esses organismos. Levy ef al. (2004) demonstraram aumento do tamanho e peso
corporal dos individuos X. laevis nas 3 concentra¢des de BPA testadas (2,3, 23 e 230 pg LY,
com uma tendéncia de pesos maiores na concetracdo mais baixa, que € semelhante a usada no

nosso estudo.
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A relagd@o dose resposta é um tema ainda discutivel (Fontenele ef al. 2010). Sdo
necessarios outros experimentos, com mais repeti¢des e utilizando uma variacdo maior de

concentragcdes de BPA, para esclarecer melhor esta questao.
Biomassa

Os resultados mostraram que o BPA afeta negativamente a biomassa produzida, como era
esperado. Esse resultado estd associado diretamente a maior sobrevivéncia, uma vez que ndo
houve variacdo no tamanho dos metamorfos. A biomassa foi maior nos ambientes
temporarios e também nas baixas densidades iniciais. Andrade (1995) também constatou em

pocas artificiais a diminuicdo de biomassa em altas densidades de girinos de P. cuvieri.
Razdo sexual

Kloas et al. (1999) mostraram em experimentos com Xenopus laevis um aumento
significativo do miimero de fémeas na maior concentracio de BPA (23 ug LY quando
comparada ao controle. Pickford et al. (2003), em experimentos com larvas dessa mesma
espécie expostas a0 BPA (concentragdes 10, 23, 100 e 500 pg L™, ndo obtiveram diferencas
significativas na razdo sexual (50:50). Levy et al. (2004) realizaram dois experimentos,
também com larvas de X. laevis expostas a BPA, e observaram diferencas significativas na
razdo sexual em concentragdes de 23 ug L', com maior proporcio de fémeas em ambos
experimentos (69% e 70%, respectivamente). Os diferentes resultados desses autores podem
ter ocorrido pelas diferengas no desenho experimental dos estudos (FDA 2008), com regimes
de exposigao semi-estatico, renovacgdo periddica da solucdo de BPA (Levy et al. 2004; Kloas
et al. 1999) e com sistema de fluxo continuo das dilui¢des contendo BPA durante todo o

experimento (Pickford er al. 2003).
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No entanto, a concentracio testada em todos esses estudos foi muito maior do que as
utilizadas no presente estudo, onde ndo evidenciamos efeito do BPA na razao sexual de P.
cuvieri, quando presente na concentragio de 0,005 e de 2,5 pg L. Diferentes espécies podem
apresentar diferentes respostas aos contaminantes ambientais, mas € necessario testar as

mesmas concentragdes para avaliar se o efeito € 0 mesmo ou ndo.

O BPA € um estrégeno ndo esteredide que interfere na ligacdo 17 B-estradiol ao seu
receptor nos tecidos-alvo. Os esterdides sexuais agem nos primeiros estdgios da metamorfose,
na formacdo e diferenciacdo das gdnadas, e a presenca de um mimetizador do estrogénio
nessa fase pode causar mudanca de sexo (Goto et al. 2006; Hogan et al. 2008; Mackenzie et
al. 2003; Park and Kidd 2005), no entanto essa modificacdo depende da dose desse

xenoestrogénio presente na agua.

Nosso estudo apresentou resultados semelhantes aos de Ferreira (2011) que testou as
mesmas concentragdes deste estudo para etinilestradiol em P. cuvieri, que assim como o BPA,
pode causar mudanga no sexo dos individuos, no entanto nao houve mudanca na razio sexual
dos metamorfos. A explicacdo para esse resultado, assim como o do nosso estudo, foi que as
concentragdes a que os girinos foram submetidos nio foram suficientes para causar

feminilizacdo e mudancas na razdo sexual.
CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permite concluir que a presenga do contaminante
juntamente com a alta densidade e o hidroperiodo das lagoas podem influenciar
negativamente na sobrevivéncia dos girinos e na biomassa produzida de P. cuvieri. No
entanto, o tempo até a metamorfose, o tamanho dos metamorfos e a razao sexual nao foram
afetados, havendo a necessidade de mais estudos para testar maiores variacdes de

concentracdo de BPA e para avaliar o efeito em espécies ecologicamente distintas.
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Tabela 1. MANOVA dos efeitos dos fatores BPA (ausente, C1=0,005 pg L'eC2=2,5 pg L

b, tipo de ambiente (tempordrio e permanente) e densidade inicial (alta e baixa) sobre a

sobrevivéncia até a metamorfose (arcsen V%), razdo de biomassa produzida (V) e

comprimento rostro-cloacal na metamorfose (In) dos girinos de Physalaemus cuvieri em

aquaérios.

Efeito Wilks’A F gl p
BPA 0,399 6.605 6, 68 <0,001
Ambiente 0.585 8.052 3,34 <0,001
Densidade 0.117 85.367 3,34 <0,001
BPA*Ambiente 0.677 2.445 6, 68 0,034
BPA*Densidade 0.777 1.524 6, 68 0,184
Ambiente*Densidade 0.651 6.071 3, 34 0,002
BPA* Ambiente*Densidade 0.506 4.598 6, 68 0,001
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Tabela 2. ANOVA dos efeitos de BPA (ausente, 0,005 pg L' ou2,5 ug L"), densidade inicial

alta ou baixa e ambientes permanentes ou tempordrios sobre a porcentagem de girinos de

Physalaemus cuvieri que alcancaram a metamorfose (transformada em arcseno V%

metamorfos).

Fatores SQ gl QM F p
BPA 0.240 2 0.120 10.029 <0.0001
Ambientes 0.156 1 0.156 13.038 0.001
Densidade 2.984 1 2.984 249.615 <0.0001
Ambientes*BPA 0.010 2 0.005 0.432 0.652
Densidade*BPA 0.071 2 0.036 2.988 0.063
Densidade*Ambientes 0.057 1 0.057 4.734 0.036
Densidade*Ambientes*BPA  0.003 2 0.001 0.119 0.888
Erro 0.430 36 0.012 10.029
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Tabela 3. Resposta de Physalaemus cuvieri aos tratamentos concentragdo de BPA
(CO=ausente, C1=0.005 pg L™, C2=2.5 ug L"), ambientes permanentes (P) ou temporarios
(T) e densidade inicial de girinos baixa (d) ou alta (D). Os dados de cada tratamento sao as

médias seguidas do desvio padrao.

Porcentagem Tempo até CRC na Razdo de
Porcentagem
Tratamentos N de girinos metamorfose metamorfose  Biomassa
metamorfos
remanescentes (d) (mm) Produzida
COPd 4 41 5 25+5 30535 8.0+0.9 55+£23
COPD 4 1.7+0.5 0.2+£05 340+4.6 82+0.2 0.2+0.1
COTd 4 35 +30 5+83 32170 85+x04 89+28
COTD 4 22+14 0.4 +0.9 334+99 8305 04+£0.2
C1Pd 4 20+ 14 10 £ 8.1 292 +4.1 8.1+0.8 29+2.1
C1PD 4 03+0.5 0.8+£09 41.0+0 62+0 71+1.1
CI1Td 4 35+12 20 =11 37553 7.6+£0.2 41+£1.6
C1TD 4 03+0.5 1+£2 3500 880 0.03+0
C2Pd 4 155 55 28.7+6.9 85+0.6 23+£0.6
C2PD 4 0.5+0.5 05«1 37.5+12.0 85+0.1 0.07+0.08
C2Td 4 32+9 12+9 383+74 8.1+0.2 44+15
C2TD 4 3+2 31 37.2+11.3 85+x04 05+04
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Tabela 4. ANOVA dos efeitos de BPA (ausente, 0.005 pg L'ou25 ng L"), densidade inicial

alta ou baixa e ambientes permanentes ou tempordrios sobre o tempo médio até a

metamorfose de girinos de Physalaemus cuvieri (transformado em logaritmo natural do tempo

até a metamorfose).

Fatores SQ gl QM F p
BPA 0,058 2 0,029 0,607 0,552
Ambientes 0,028 1 0,028 0,591 0,449
Densidade 0,081 1 0,081 1,718 0,201
Ambientes*BPA 0,035 2 0,017 0,367 0,696
Densidade*BPA 0,007 2 0,004 0,076 0,927
Densidade*Ambientes 0,133 1 0,133 2,798 0,106
Densidade*Ambientes*BPA 0,041 2 0,021 0,435 0,652
Erro 1,280 27 0,047
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Tabela 5. ANOVA dos efeitos de BPA (ausente, 0.005 pg L'ou25 ng L"), densidade inicial

alta ou baixa e ambientes permanentes ou tempordrios sobre o tamanho médio dos
metamorfoseados de Physalaemus cuvieri (transformado em logaritmo natural do

comprimento rostro cloacal dos metamorfos).

Fatores SQ gl QM F p
BPA 0,077 2 0,038 10,006 <0,0001
Ambientes 0,037 1 0,037 9,734 0,004
Densidade 0.001 1 0.001 0.312 0.580
Ambientes*BPA 0.052 2 0.026 6.724 0.003
Densidade*BPA 0.014 2 0.007 1.778 0.184
Densidade*Ambientes 0.048 1 0,048 12,525 0,001
Densidade* Ambientes*BPA 0,114 2 0,057 14,839 <0,0001
Erro 0,138 36 0,004
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Tabela 6. ANOVA dos efeitos de BPA (ausente, 0.005 pg L'ou25 ug L"), densidade inicial
alta ou baixa e ambientes permanentes ou tempordrios sobre a biomassa produzida de

Physalaemus cuvieri (transformada em raiz quadrada da biomassa produzida).

Fatores SQ gl QM F p
BPA 3,643 2 1,822 13,359 <0,0001
Ambientes 1,635 1 1,635 11,993 0,001
Densidade 35,949 1 35,949 263,639 <0,0001
Ambientes*BPA 0,191 2 0,096 0,701 0,503
Densidade*BPA 0,871 2 0,436 3,196 0,053
Densidade*Ambientes 0,350 1 0,350 2,568 0,118
Densidade*Ambientes*BPA 0,059 2 0,030 0,218 0,805
Erro 4,909 36 0,136
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FIGURA 1. Efeito das concentracdes de BPA, dos ambientes permanentes ou tempordrios e

da densidade inicial de girinos de Physalaemus cuvieri na sobrevivéncia até a metamorfose

(%). CO (0 pg L™, C1 (0,005 pg L) e C2 (2,5 pgL™).
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legends (or include it in the manuscript file). It is not necessary to provide a figure
caption on the screen when uploading your figures. (Please be aware that a lower
resolution figure may look fine on a computer screen, but that does not mean it will look

good if a reviewer or editor prints it out.)

Ecological Archives. Authors should strive to make their manuscripts as concise as

possible with the judicious use of Ecological Archives. [Other tips to make your

manuscript more concise. |

Designate material for digital appendices or supplements in Ecological Archives. Upload

the appendices and supplements in Word or HTML in a file or files separate from the
manuscript. Not until the manuscript is accepted do we require HTML formatting of

appendices from you. Please see Ecological Archives for additional information and to

view examples of digital appendices.
90



The Mechanics: Once your manuscript is ready:

Log-in to EcoTrack to submit your manuscript.

If you don't know your password, see if you are already in our database by clicking on
"Unknown/Forgotten password" to enter your name. Even if you have never registered,
you might still be in there. Verify that we have your correct e-mail address, and your
login name and password will be e-mailed to you within minutes. If the e-mail address

shown is not current, please notify esa_pubs@cornell.edu and you will be provided with

login information. If you get a message that there is more than one entry for your name in
the database, you can put in your e-mail address. If you are not in the database, you will
then be offered the option to register as a new author. Please do not register as a new
author if you are already in the database. Do not share your login information with others

(such as co-authors) as this could violate your confidentiality.

Author profiles. Authors are responsible for modifying their profile to keep the editors
and staff informed of changes in their contact information. The corresponding author will
be notified of receipt of the manuscript. Before submitting a manuscript, please be sure
your profile information is current. (Click "modify profile" from your homepage.) Please
notify your co-authors to update theirs as well. Do not put in a co-author's email address
(or that of another colleague) as your secondary email address. It is all right to put in an
assistant's email address as your secondary email, so long as that person is not going to

ever co-author a manuscript, review a manuscript, or serve as an editor.
The submission process

You can save and exit at any time during the process, and come back later to where
you left off.The manuscript submission process is broken into a series of 5 screens that
gather detailed information about your manuscript and allow you to upload the pertinent

files. The sequence of screens are as follows:

1. A long form asking for author information, title, abstract, key words, journal, manuscript

type, adherence to ESA policies, and file quantities. You can paste in the title and abstract

from your manuscript. You may indicate your suggestions for Subject-matter Editor, who
oversees your manuscript during the peer review process. In addition, authors are invited
to suggest names of individuals who might be appropriate peer reviewers. Suggested

editors and reviewers should not have any conflict-of-interest in evaluating the paper.
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(You can also name Editors and reviewers you would prefer to be excluded. It's advisable
to include a justification in the note field and possibly your cover letter as well.)
Searching the database for co-authors and suggested reviewers. We already have an
extensive database of many potential authors. Before entering your contributing authors'
information, try first to use “find person” to see if your contributing author is already in
the system. Just type in the complete last name and click "find Person". If the right name
comes up, click on it and close the name window. The person's information will copy into
the form. Do the same thing for suggested reviewers.

Only the person's name, institution, and city will be visible on the form. Other fields will
be redacted to prevent unauthorized users from taking advantage of the database. Do not
attempt to update or correct any of the information. Continue with your manuscript
submission, but please notify the contributing author to come into the system to modify
and update his or her profile; or notify the staff. Do not add a new record for someone in
the database, even if the record is out-of-date.

A screen asking for the actual file locations on your computer (via an open file dialog).
After completing this screen, your files will be uploaded to our server.

A screen requesting the order files should appear in the system-generated merged
PDF. All files (except Supplements for Ecological Archives) will then be converted by
EcoTrack to PDFs. This process generally takes about 10 minutes. You can come back
later to see if it is complete. If it does not occur within an hour, you can contact the staff
for assistance.

A completion screen that will provide you with a specific manuscript number for your
manuscript.

An approval screen that will allow you to verify that your manuscript was uploaded
and converted correctly. You need to view each pdf and approve it. You are able to
replace, add, and delete files on this page. When you are satisfied that your submission is
complete, click "confirm approved converted files." Do not approve your submission if
there are any issues about which you need to contact the staff. Instead contact

esa_pubs@cornell.edu for assistance. Please do not send already uploaded files to staff or

Editor-in-chief by e-mail.

Parsed citation file: Please note that once you upload an article file, EcoTrack will
convert the article to pdf and make a parsed citation file. You do not need to view or
approve this file. It may be used by the editors and reviewers during the peer review
process. If your paper is selected for publication, you may be asked to resolve any issues

with citations that are formatted incorrectly.
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What is in a parsed citation file: Many correctly formatted citations will contain external
links to those papers on Cross Ref and Pub Med. A link to search Google Scholar will
also appear for each citation. Citations which are incorrectly formatted will appear in red.

Once you approve your submission, you no longer have access to modify files or the
information about your manuscript. The manuscript will enter the submission queue, and
our staff will check it over for completeness and adherence to our guidelines. If there are
any issues, you will be contacted by e-mail. Otherwise you will receive an
acknowledgement and the submission will be sent on to the editor-in-chief for

consideration.

Checking the manuscript status After you approve your manuscript, you are finished

with the submission process. You can access the status of your manuscript at any time
by:

Logging into EcoTrack with your password.
Clicking on Live Manuscripts and then Check Status.
If you scroll down below your manuscript summary, you can see the

significant events since your manuscript submission.

Manuscript correspondence. You are encouraged to use the "Send Manuscript
Correspondence” feature for all correspondence to editors and staff regarding your
manuscript. Please do not use it for sending copies of the files you have uploaded to
the editors or staff. This option is located in "Manuscript Tasks" below the manuscript

summary table.

Getting help. If you need additional help, you can click on the help signs spread
throughout the system. A help dialog will pop up with context-sensitive help. Please

contact the staff at <esa_pubs@cornell.edu> if you need additional assistance.
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