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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Historico de Revolucdes Agricolas

A agricultura é uma pratica humana existente ha mais de 10.000 anos, que até
pouco tempo, consistia numa producdo de alimentos de qualidade sem a utilizagdo de
insumos sintetizados artificialmente. As primeiras formas de agricultura eram praticadas
perto de aluvibes das vazantes dos rios, ou seja, em terras ja fertilizadas e que nao
exigiam desmatamento (Bianchini & Medaets, 2013; Mazoyer & Roudart, 2010).
Somente no século XVI, houve, na Europa, a Primeira Revolugdo Agricola dos tempos
modernos, caracterizada pela adogdo de técnicas de manejo integrando plantio e
pecuéria (Bianchini & Medaets, 2013).

No final do século XIX e inicio do século XX, os problemas de escassez de
alimentos na Europa se intensificaram, em decorréncia do aumento populacional e da
queda da fertilidade do solo. Nesse periodo, deu-se inicio a Segunda Revolucgdo
Agricola, caracterizada pela transicdo de uma agricultura tradicional para uma
agricultura dita moderna ou convencional (Borsato, 2015). O desenvolvimento de novos
meios de producdo agraria, como os primeiros fertilizantes quimicos e a utilizacdo de
grandes maquinas, como tratores pesados e motores a combustdo ou elétricos, sdo

caracteristicas marcantes desse momento (Mazoyer & Roudart, 2010).

Com os avancos cientificos do século XX, difundiu-se a ideia que o aumento da
produtividade agricola estivesse diretamente relacionado a quantidade de substancias
quimicas lancadas no solo (Borsato, 2015). A busca por maior producdo alimentar
aliada aos incentivos de politicas agricolas norte-americanas e europeias, apés a
Segunda Guerra Mundial, resultou na expansao da agricultura convencional em todo o
mundo. A “Revolugdo Verde”, como ficou conhecida na década de 1960, foi o periodo
caracterizado pela difusdo desse modelo agrario acompanhado do uso intenso de

quimicos sintéeticos (Borsato, 2015; Brum, 1987).

1.2 Agrotdxicos e uso no Brasil



De inicio, os agrotoxicos, como sdo conhecidos atualmente, foram compostos
sintetizados e utilizados para fins bélicos durante a Primeira (1914-1918) e Segunda
Guerra Mundial (1939-1945) (Boziki et al., 2011). Depois dessas grandes guerras, as
indUstrias alteraram os formulados para, a partir de entdo, serem aplicados em lavouras
a fim de combater de pragas. Assim surge um novo mercado para a venda desses

produtos que logo se expandiu (Londres, 2011).

O produtor brasileiro, desde a década de 1940, recebe diversos incentivos fiscais
por meio das politicas de subsidios dados pelo governo. No entanto, foi a partir da
Revolucdo Verde que a agricultura brasileira da inicio ao processo de “modernizagao”
com a utilizacdo do pacote tecnoldgico criado nessa época (Balsan, 2006; Souza, 2015).
Com a criacdo do Sistema Nacional de Crédito Rural (SNCR), os produtores obtinham,
por meio de empréstimos, novas tecnologias que substituiam os moldes locais de
producdo e fixavam um percentual gasto obrigatoriamente com agrotoxicos (Ribas &
Matsumura, 2009).

A criacdo do Programa Nacional de Defensivos Agricolas em 1975, que
fomentou o estabelecimento de empresas nacionais e transnacionais de agrotdxicos no
pais (Londres, 2011) é um importante fator para 0 aumento do uso de agrotdxicos no
Brasil. Além disso, isencdes fiscais e tributarias, além de regulacdo e fiscalizagdo pouco
rigorosas dos produtos comercializados, facilitou o registro de muitos ingredientes

ativos nocivos e proibidos em paises desenvolvidos (Antunes, 2013).

Atualmente o Brasil apresenta cerca de 370 ingredientes ativos registrados e com
uso autorizado. Esses ingredientes ativos pertencem a 200 grupos quimicos diferentes e
originam cerca de 1.460 formulagdes comerciais (Londres, 2011). Ainda assim, a
demanda por novos produtos é crescente no mercado em funcdo da selecdo de
organismos resistentes aos atuais compostos que se tornam menos efetivos no combate

as pragas, porém nao menos nocivos ao ambiente (Braibante & Zappe, 2012).

1.3 Legislacéo
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A legislacéo brasileira quanto ao uso de agrotoxicos teve inicio em 1989, com a
aprovagdo no Congresso Nacional da Lei 7.802, conhecida como a Lei dos Agrotoxicos
que define como “os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao

danosa de seres vivos considerados nocivos.” (BRASIL, 1989).

Esta mesma lei, nos artigos 3° e 9° dispbGe a responsabilidade de gerir “a
pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a embalagem e rotulagem, o transporte, 0
armazenamento, a comercializacdo, a propaganda comercial, a utilizacdo, a importacéo,
a exportacdo, o destino final dos residuos e embalagens, o registro, a classificacdo, o
controle, a inspecdo e a fiscalizacdo dos agrotoxicos, seus componentes e afins”
(BRASIL, 1989).

Os Ministérios da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), da Saude por
meio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e do Meio Ambiente
(IBAMA) passaram a atuar junto a legislacdo para o registro dos agrotdxicos. Neste
sentido, 0 MAPA assumiu a responsabilidade de avaliar o desempenho agronémico do
produto, a Anvisa assumiu 0 compromisso de execucdo da avaliacdo e classificacdo
toxicologica e o IBAMA admitiu a competéncia de avaliar e classificar o potencial de
periculosidade ambiental (Peres & Moreira, 2003).

O Ministério da Saude estabeleceu uma classificacdo toxicoldgica dos
agrotoxicos em funcdo dos efeitos a salde humana. Nesta classificacdo os produtos
recebem uma faixa colorida no rétulo, que caracteriza as classes toxicologicas que
variam de | a IV: extremamente toxico (Classe I, faixa vermelha), altamente tdxico
(Classe II, faixa amarela), mediamente toxico (Classe Ill, faixa azul) e pouco toxico

(Classe 1V, faixa verde) como é exposto por Ribas e Matsumura (2009).

No entanto, existe uma outra classificagdo, que remete ao potencial de
periculosidade ambiental, levando em consideracdo estudos fisico-quimicos,
toxicoldgicos e ecotoxicologicos. Essa classificacdo foi estabelecida pelo IBAMA

seguindo as classes que também variam de | a IV e englobam: produtos altamente
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perigosos ao meio ambiente (Classe 1), produtos muito perigosos ao meio ambiente
(Classe II), produtos perigosos ao meio ambiente (Classe Ill) e produtos pouco
perigosos ao meio ambiente (Classe 1V) (Ribas & Matsumura, 2009).

Apesar da legislacdo que controla a utilizacdo de agrotoxicos estar em vigéncia,
0 Brasil tem aumentado a cada ano o consumo desses compostos. Segundo Porto e
Soares (2012), o pais alcangou o titulo de maior consumidor de agrotoxicos do mundo
em 2008, consumindo mais de US$ 6 bilhdes naquele ano. Entre 2012 e 2014, o pais
teve uma média de uso de agrotoxicos na ordem de 8,33 kg por hectare,
desconsiderando diferengas regionais. Nos casos dos estados de Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Goias e S&o Paulo essa média pode chegar a 16 kg por hectare
(Bombardi, 2017).

Atualmente, o Projeto de Lei (PL) 6.299/2002 originario do Senado Federal e
cujo autor foi o Senador Blairo Maggi, propde alteracGes nos artigos 3° e 9° da Lei n°
7.802/1989, conferindo exclusivamente ao MAPA a responsabilidade de registrar,
avaliar e aprovar a comercializacdo de novos compostos. Além disso, 0 projeto em
discussdo propde a substituicdo da terminologia de agrotoxicos para defensivos
agricolas. O PL, j& aprovado em uma Comissdo Especial da Camara dos Deputados,

logo seré votado em Plenario (Costa et al., 2018).

1.4 Agronegdcio e Cerrado

O agronegdcio é o eixo econdémico mais forte do pais, constituindo o maior setor
exportador responsavel por 42% das exportacGes brasileiras (Peres & Moreira, 2007).
Dados do IBAMA mostram que as exportacfes para 0 ano de 2016 chegaram a 7.000
toneladas e o consumo de agrotdxicos ultrapassou 500.000 toneladas. Dentre 0s
agrotoxicos mais comercializados no Brasil destacam-se 0s herbicidas (48%),
inseticidas (25%) e fungicidas (22%). Os estados brasileiros que mais consomem esses
produtos sdo Mato Grosso, S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Parana, Goias, Minas Gerais,

Bahia, Mato Grosso do Sul, Santa Catarina e Maranhdo (Tavella et al., 2011).
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O intenso processo modernizador da agricultura brasileira acarretou impactos
ambientais e transformagdes sociais em magnitudes muito amplas. O Cerrado é a regido
que mais tem sofrido esses impactos por meio de constantes modificagdes na paisagem
e em seu uso (Caporal & Costabeber, 2014). Atualmente é considerado uma grande
fronteira agricola devido ao rapido desenvolvimento socioecondémico da regido (Klink
& Moreira, 2002; Cavalcanti & Joly, 2002; Lapola et al., 2013). Cerca de 55% da area
original do Cerrado foi desmatada e convertida em pastagens plantadas e regides de
agricultura, principalmente para o plantio de soja e cana-de-agucar (Machado et al.,
2004; Klink & Machado, 2005; Lapola et al., 2013).

A prética agricola no Cerrado inclui 0 uso extensivo de agrotdxicos que podem
causar intoxicacGes nos trabalhadores do campo e nos consumidores (Mduller, 2003;
Soares & Porto, 2009). Nesse contexto, o Sistema Nacional de Informacdes Toxico-
farmacoldgicas registrou, entre 2007 e 2014, 25.000 casos de intoxicagdes por
agrotoxicos. De acordo com a FIOCRUZ, esses dados sdo subnotificados em uma
ordem de 1:50, ou seja, para cada notificacdo de intoxicacdo existem outros 50 casos
ndo notificados (Bombardi, 2017).

Esses compostos quimicos também trazem danos ao meio ambiente, entrando
em contato com cursos d’agua, pelo escoamento da chuva, com a atmosfera, por meio
da dispersdo no momento da aplicacdo e através da volatilizacdo, e com o solo por meio
da lixiviagdo (Kurz et al., 2013). Os agrotdxicos sdo, desse modo, importantes fatores
na alteracdo de habitats naturais e provocam severas consequéncias sobre a
biodiversidade, como, por exemplo, interferéncias na taxa de crescimento populacional,
diminuicdo do comprimento e diversidade da cadeia trofica e modificacdo das

interacOes entre as espécies (Forero-Medina & Vieira, 2007).

Sabe-se que muitas espécies sdo ameacadas com 0 uso desses contaminantes.
Nos ultimos anos, tem-se observado o declinio da populacdo de abelhas gracas ao uso
de inseticidas, o que que gera morte e alteracbes comportamentais que comprometem o
funcionamento da colbnia (Lambin et al., 2001; El Hassani et al., 2008). Alem de
intoxicar as abelhas forrageiras, os agrotoxicos presentes no pdlen e néctar sdo
indicativos que todos os individuos da col6nia estdo expostos a estes compostos e

podem se contaminar (Teeters et al., 2012).
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A maior concentracdo dos agrotoxicos lancados nas lavouras atinge o solo em
sua forma original, contaminando essa regido. Os organismos que habitam no solo
como artropodes, anelideos e diplopodes e que estdo constantemente expostos aos
agrotoxicos apresentam alteragdes morfoldgicas, podendo ser utilizados como

biomarcadores de componentes quimicos (Fontanetti et al., 2011; Souza et al., 2014).

A disponibilidade e, consequentemente, o transporte de agrotdxicos no solo
dependem dos processos de sor¢do, transformacdo e absorcdo radicular das moléculas,
aliados as condicBes ambientais, tais como pluviosidade e temperatura. Assim, as
propriedades fisico-quimicas das moléculas e os atributos fisicos, quimicos e biolégicos
do solo, refletem diretamente na movimentagdo das moléculas no perfil do solo
(Bouchard et al., 1989).

1.5 Aspectos gerais dos cupins

Um dos grupos dominantes na fauna do solo no Cerrado é o de cupins (Eggleton
& Bignell, 1995; Redford, 1984). Esses insetos pertencem a ordem Blattaria e
infraordem Isoptera (Donovan et al., 2000; Krishna et al., 2013; Nalepa, 2015), mas séo
popularmente conhecidos como aleluias, siriris ou formigas brancas. No globo, as 3000
espécies conhecidas ocorrem em locais de clima tropical e subtropical (Constantino,
1999; Krishna et al., 2013).

Os cupins sdo eussociais, isto é, se agrupam e vivem juntos no ninho, onde cada
uma das trés castas existentes exerce uma tarefa especifica em prol dos demais
(Eggleton, 2001). Os individuos alados (rei e rainha) sdo responsaveis pela reproducéo,
enquanto os soldados fazem a defesa e os operarios realizam a constru¢do e manutencao
do ninho, além de alimentar toda a colénia e cuidar dos irmaos mais jovens (Abe, 1987;
Lee & Wood, 1971).

Os operarios exploram o ambiente ao redor do ninho em busca de materiais que
sirvam de alimento e também matéria prima de suas moradias. Esses insetos se
alimentam de diversas substancias celulosicas, principalmente madeira, mas sabe-se que

0s recursos explorados sdo variados e incluem hamus, serapilheira, gramineas, fungos,
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liquens e até carcacas de animais (Sleaford et al., 1996; Donovan et al., 2001; Lee &
Wood, 1971; Noirot, 1992, Barbosa-Silva, 2011; Lima & Costa-Leonardo, 2007).

Os cupins forrageam por longas distancias, podendo atingir uma éarea de
forrageamento de até 1.250 m2? e 1 metro de profundidade, no caso de cupins
subterraneos (Almeida et al.,1999). Com essas atividades de forrageamento e
construcdo de ninhos e galerias, 0s cupins sdo capazes de alterar parcialmente o meio
onde vivem e exercem papeis consideraveis no processo de ciclagem de nutrientes,
decomposicdo, mineralizacdo da matéria organica e de formacdo do solo (Eggleton &
Bignell 1995; Eggleton et al., 1996; Davies et al., 1999).

Representam cerca de 10% da biomassa animal nos tropicos, apresentando
elevada densidade de ninhos nos ambientes (Eggleton & Bignell, 1995; Overal, 2001)
além de serem base da cadeia alimentar, sendo fonte de energia para um grande nimero
de organismos (Wood & Sands, 1978), tais como anfibios, répteis, aves, mamiferos,
aranhas, formigas (Bignell & Eggleton, 2000; Gibbons & Lindenmayer, 2002;
Constantino, 2005; Lima & Costa-Leonardo, 2007).

Os cupinzeiros podem se distribuir de forma aleatdria quando ndo ha competicao
inter e intra-especifica (Cunha, 2011); uniforme, quando ha interacbes combinadas
(Oliveira, 2009); e agregados, em decorréncia da heterogeneidade de habitats (Dias et
al.,, 2012). Atributos fisicos e quimicos do ambiente, tais como variacbes na
concentracdo de nutrientes do solo, variagdes climaticas, tipo e profundidade do solo e

desmatamento também influenciam a ordenacéo das coldnias (Holt & Lepage, 2000).

O papel desempenhado pelos cupins aliado a densidade, abundéncia e estrutura
dos cupinzeiros tornam algumas espécies espécies-chave no ecossistema, como é o0 caso
de Cornitermes cumulans (Kollar, 1932) (Redford, 1984). Essa espécie constrdi ninhos
conspicuos sobre o solo e bastante resistentes que servem de abrigo para uma grande
quantidade de organismos. Os ninhos sdo ambientes que apresentam temperatura e

umidade constantes independente do periodo do dia e da época do ano (Cancello, 1989).
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2. PROBLEMATICA E OBJETIVOS

Pouco sabemos sobre os impactos dos agrotoxicos no ambiente a longo prazo
(Soares & Porto, 2009). Neste caso, os cupins configuram como bons indicadores da
qualidade dos ambientes, pois apresentam importancias funcionais nos ecossistemas,
ocorrem independente de sazonalidade, sdo sensiveis as modificacbes do ambiente e
possuem facilidade de colonizar ambientes em estagios iniciais de sucessdo (Brown,
1997; Cunha, 2011).

Diante do exposto, este trabalho possui o objetivo de investigar os efeitos
antropicos, provenientes do uso de agrotdxicos, sobre os cupins, bem como ao
ambiente.

Para isso, especificamente, este trabalho objetiva:

e Analisar e relatar o que a literatura cientifica diz a respeito dos efeitos que o
glifosato provoca ao ambiente e organismos;
e Estimar a termitofauna em fragmentos de Cerrado de uma Unidade de

Conservacao;

e Auvaliar a presenca de glifosato em cupins do género Cornitermes, verificando se
0s cupins préximos a areas de plantios sdo contaminados por agrot6xicos;

e Determinar a DL50 de glifosato sobre cupins em condi¢cfes experimentais.
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CAPITULO 1. EFEITOS DO GLIFOSATO AO AMBIENTE: UMA
ANALISE CIENCIOMETRICA

RESUMO

Neste estudo, n6s buscamos determinar a tendéncia temporal de trabalhos publicados
sobre os efeitos toxicos do glifosato ao ambiente e organismos, bem como 0s grupos
taxonémicos relatados, os efeitos especificos a cada grupo, os compostos que sdo
estudados em conjunto, se ha relatos de efeitos positivos ou negativos para a agricultura
e a distribuicdo de publicacdes por paises. Usamos o banco de dados Thompson-ISI
(Web of Science) com os termos (“glyphosate*”) AND (“toxicity*”) para realizar a
selecdo das publicacBes. 114 trabalhos foram analisados, sendo que o grupo de
organismos mais relatado compreende os peixes; os efeitos colaterais apresentam-se
diversos expondo impactos desde a morte do organismo a problemas comportamentais,
reprodutivos e populacionais; os demais compostos relatados nesse estudo
compreendem outros 25 produtos, sendo 38% ndo pertencentes ao grupo de herbicidas;
0 pais que apresentou o maior numero de publicacdes foram os Estados Unidos com
27% das publicagbes totais. O recorte realizado neste estudo nos mostra a pouca
preocupacdo em relatar os efeitos que o glifosato causa no ambiente e nos organismos,
sendo assim futuros estudos devem investigar os impactos causados pelo glifosato, visto

que esse herbicida € um dos mais utilizados no mundo.

Palavras-chave: Herbicida, Efeitos colaterais, Cienciometria,
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CHAPTER 1. EFFECTS OF GLYPHOSATE TO THE
ENVIRONMENT: A SCIENTOMETRIC ANALYSIS

ABSTRACT

In this study, we sought to determine the temporal trend of published work on the toxic
effects of glyphosate on the environment and organisms, as well as the taxonomic
groups reported, the specific effects on each group, the compounds that are studied
together, if there are reports of effects positive or negative effects on agriculture and the
distribution of publications by country. We used the Thompson-ISI (Web of Science)
database with the terms ("glyphosate *") AND ("toxicity *") to select the publications.
114 studies were analyzed, with the most reported group of organisms comprising fish;
the side effects are diverse exposing impacts from the death of the organism to the
behavioral, reproductive and population problems; the other compounds reported in this
study comprise 25 other products, 38% of which are not part of the herbicide group; the
country with the highest number of publications was the United States with 27% of the
total publications. This study shows that there is little concern about the effects of
glyphosate on the environment and organisms, and future studies should investigate the

impacts caused by glyphosate, since this herbicide is one of the most used in the world

Key-words: Herbicide, Side effects, Scientometric
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1 INTRODUCAO

O glifosato [N-(fosfonometil)glicina] € um herbicida que se destaca por
apresentar alta eficiéncia no combate as ervas daninhas (Amarante Jr. et al. 2002a). O
maior emprego ao glifosato se d& no plantio de soja e cana-de-acUcar, no entanto é
utilizado em mais de 30 culturas, tais como milho, trigo, arroz, citrus, cacau, cafe,
seringueira, banana, eucalipto, pinho e frutiferas, sendo também empregado na
renovacgédo e manutencgéo de pastagens (Larini, 1999).

Este herbicida é classificado como sistémico, ndo seletivo de p6s emergéncia
que atua na inibicdo da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-fosfato sintase (EPSPS), que
estd envolvida na producdo de acidos aminoaromaticos essenciais como fenilalanina,
tirosina e triptofano (Monsanto, 2004; Moura, 2009). E comum que, para aumentar a
eficiéncia do glifosato, muitos agricultores o utilizem em conjunto com outros
herbicidas, tais como formulados & base de 2,4-D, terbutilazina, atrazina, simazina,
alaclor e diuron (Amarante Junior et al., 2002a).

As principais formulagdes comerciais disponiveis do glifosato sdo o Roundup®
da empresa Monsanto, Trop® da empresa Milenia, Glifosato® da empresa Fersol S.A.,
AKB 480® do grupo Kelldrin, GLI-UP 480 SL® da empresa CropChem Ltda., entre
outros. Esses produtos recebem a classificacdo IV pela Anvisa, sendo considerados

como pouco toxicos (Souza, 2006; Antunes, 2013).

Embora sejam abundantes as pesquisas sobre culturas tolerantes, controle de
ervas daninhas e propriedades do glifosato, pouco se sabe sobre os efeitos toxicos
diretos desse composto nos ecossistemas. Portanto, a compreensdo acerca dos impactos
que o glifosato provoca ao ambiente e aos organismos é necesséaria, € uma das formas de

compreender tais impactos € mediante revisdes sistematicas.

Nesse sentido, a avaliacdo da producdo cientifica possibilita destacar tendéncias
e lacunas sobre determinado assunto, além de orientar estudos futuros, como afirmam
Nabout et al. (2012). A respeito de agroquimicos, destacam-se avaliagbes sobre
nanopesticidas (Konur, 2017) e DDT (Yi & Xi, 2008). Além desses trabalhos, Kopp et

al., (2007) realizaram uma analise sobre os efeitos descritos de pesticidas em anfibios.

A cienciometria consiste em uma forma presumivelmente objetiva de avaliar o

avanco do conhecimento (Yi & Xi, 2008). Sendo assim, objetivamos com esse estudo
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realizar uma analise e relatar o que a literatura cientifica diz a respeito dos efeitos que o

glifosato provoca no ambiente e nos organismos.

Buscamos identificar: (i) a tendéncia temporal no numero de trabalhos
publicados; (ii) quais grupos taxondémicos apresentam pesquisas a respeito; (iii) quais 0s
efeitos relatados; (iv) quais compostos sdo estudados além do glifosato; (v) se esses
efeitos sdo considerados positivos ou negativos para a agricultura e (vi) distribuicéo de

publicacbes por paises.

2 METODOLOGIA

A busca foi realizada por meio da selecdo de publicacdes no banco de dados
Thompson-IST (Web of Science) com os termos (“glyphosate*”) AND (“toxicity*”).
Foram pesquisados os trabalhos que continham essas palavras no titulo de 1945

(primeiro ano que a base de dados oferece resultados) até 2017.

As seguintes informacdes foram obtidas: a) ano de publicacdo, b) agrotoxicos
citados (além do glifosato), c) organismos estudados, d) efeitos relatados aos
organismos e e) numero de publicacdes por paises onde o estudo foi realizado. Além
disso, foram colhidas informacdes se os efeitos do glifosato descritos foram

categorizados como positivos ou negativos para a agricultura.

Para avaliacdo da tendéncia temporal do efeito do glifosato, foi calculada uma
correlacdo de Pearson (P <0,05) entre ano e numero de publica¢cdes. A quantidade de
publicacbes por ano foi ponderada pelo nimero total de publicacdes para cada ano
disponivel na base de dados. As demais variaveis foram analisadas de forma qualitativa

por meio da leitura de informacdes disponiveis, como palavras-chave e resumos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Tendéncia temporal

NOs encontramos 151 trabalhos publicados com os termos pesquisados entre
1977 (primeiro ano de apari¢do dos resultados) e 2017. Desse total, 114 publicacOes

foram consideradas, pois as demais (37), embora apresentassem todos 0s termos
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pesquisados no titulo, ndo ofereciam informagdes necessarias para afirmacdes a respeito

de possiveis efeitos do glifosato.

Um aumento significativo no numero de publicacbes foi observado neste
periodo (r=0.42; p=0.00823). O maior numero de trabalhos publicados sobre o tema foi

observado no ano de 2013, com 13 publicagdes a respeito (Figura 1).
0.000006
0.000005

0.000004 ®

Média ponderada™

0.000003

[ ]
0.000002 oo .

0.000001 °

re e
1977 1982 1987 1992 1997 2002 2007 2012 2017

Anos

Figura 1. Tendéncia temporal (1977-2017) sobre efeitos do glifosato a partir de publicacBes disponiveis
no Banco de dados Thomson ISI. *média ponderada foi calculada entre o nimero de publicagdes (a

respeito do glifosato) em relagdo ao nimero total de publica¢des na plataforma para cada ano.

A producao cientifica a respeito dos efeitos do glifosato ao ambiente apresentou
um aumento evidente a partir do ano de 2004 (n=5). A Monsanto, empresa que
patenteou a molécula em 1974, deteve até os anos 2000 a patente do herbicida que, a
partir de entdo, é formulada e comercializada por diversas empresas no mundo (Brito,
2009; Londres 2011).

O fato de uma Unica empresa ter sido detentora da patente do glifosato por 26
anos induz que pesquisas a respeito fiquem restritas a ela. No entanto, uma vez que o
desenvolvimento de formulados e a comercializacdo do herbicida é ampliado, o nimero
de pesquisas para compreensdo dos possiveis danos também aumenta (Brito, 2009;

Londres 2011). A nivel nacional, o Ministério da Agricultura divulgou em 2010 a
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existéncia de 21 empresas registradas que comercializam 58 produtos a base de

glifosato.

O surgimento do plantio de transgénicos, principalmente no Brasil, € um dos
fatores que colaboraram para a maior utilizacdo do composto (Londres, 2011). De
acordo com Brito (2009), os produtos transgénicos sdo aqueles que recebem novas
sequéncias génicas através de técnicas de engenharia genética e com isso passam a
expressar caracteristicas novas. Logo, lavouras que apresentam resisténcia ao glifosato

estdo propensas a receberem maiores quantidades do herbicida.

Embora seja possivel observar um aumento no ndmero de artigos, este tema
ainda é pouco investigado, visto que a quantidade de publicacdes analisadas é muito

baixa em relacéo ao total de trabalhos publicados no banco de dados para cada ano.

3.2 Grupos taxondmicos que apresentam mais pesquisas a respeito

Nos trabalhos analisados, relata-se efeitos do glifosato em peixes (16%);
anfibios (14%); organismos aquaticos como algas, protozoarios, mexilhdes, crustaceos e
cianobactérias (13%); plantas ndo alvos (11%); plantas alvos (ervas daninhas, 10%);
humanos (10%); invertebrados como hemipteros, minhocas, &caros (9%); mamiferos
ndo humanos como caes, gatos, ratos e camundongos (8%); bactérias (3%). Além disso,
também houveram relatos desse composto como contaminante da agua (2%) e do solo
(1%) (Figura 2).
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Figura 2. Frequéncia de publicacdes categorizadas em grupos taxonémicos que sao afetados pelo uso do

glifosato.

De toda pesquisa realizada, ndo encontramos algum trabalho que sintetize os
efeitos do glifosato em grupos de organismos. Este fato pode ser decorrente de uma
percepcdo por meio da analise dos resultados, em que o foco geral das pesquisas se
concentra mais em avaliar a eficiéncia do composto do que em verificar os impactos que
o0 herbicida provoca em diferentes formas de vida, bem como discutir seus efeitos aos

ecossistemas.

3.3 Efeitos relatados

Os organismos expostos ao glifosato apresentaram diferentes reacdes devido ao
efeito toxico do composto, seguido por manifestacbes fisioldgicas. Os efeitos estdo
descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Descricdo dos efeitos do glifosato aos organismos, relato nas publica¢des analisadas.

Organismos Toxicidade Mortalidade Efeitos

Peixes aguda sim Estresse oxidativo, alteracao
enzimatica, alteracdes
comportamentais, diminuigéo de
peso;

Anfibios Aguda sim Teratogénicos, alteracfes enzimaticas,
hematoldgicos;

Organismos Aguda sim Inibigdo de crescimento, diminuigdo

aquaticos da absorbéancia de clorofila;

Plantas ndo alvo  Aguda sim Fitotoxicidade;

Plantas alvo Aguda sim Fitotoxicidade;

Humanos aguda e cronica sim Desregulacdo enddcrina, disturbio
hormonal, apoptose, leséo renal,
necrose epidérmica, deterioracdo
mental, insuficiéncia respiratoria,
arritmia, sintomas oculares e
tonteiras;

Invertebrados Aguda nédo Perda de peso, acumulo de metal,
alteracdo comportamental, diminuicéo
da reproducéo;

Mamiferos ndo  Aguda sim Problemas respiratorios e

humanos gastrointestinais, diminuicdo da
reproducdo, problemas neurologicos;

Bactérias Aguda sim Inibicdo de crescimento, alteracéo
enzimatica;

Agua - - Contaminag&o;

Solo - - Contaminacao.
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A toxicidade aguda é decorrente de um Unico contato (dose Unica- poténcia da
droga) ou multiplos contatos (efeitos cumulativos) com o agente toxico, num periodo de
tempo aproximado de 24 horas, enquanto a toxicidade cronica resulta efeito toxico apds
exposicdo prolongada a doses cumulativas do agente toxico, num periodo prolongado,

geralmente maior de 3 meses a anos (Anvisa, 2013).

Em seres humanos, a intoxicacdo aguda foi relatada em pessoas que ingeriram o
herbicida na tentativa de suicidio, acidentalmente ou tiveram contato superficial, bem
como em trabalhadores rurais. Neste ultimo grupo, houveram relatos de intoxicagédo
cronica, devido a exposi¢do constante dos individuos ao glifosato (Seok et al., 2011;
Amerio et al., 2004). Dentre os efeitos que mais acometem o trabalhador rural, incluem
asma, alergias, sintomas oculares, tonteiras e sintomas dermatoldgicos (Faria et al.,
2009).

Os efeitos de fitoxicidade relatados nas plantas alvos e ndo alvos incluem a
reducdo da absorcao foliar, do crescimento, da translocacdo de nutrientes, da resisténcia
a chuva, da taxa fotossintética causando, posteriormente, a morte da planta. 1sso ocorre
porque o composto é absorvido pelas folhas e translocado por toda a planta,
prejudicando a sintese de clorofila, carotenoides, horménios e vitaminas. Com isso, a
planta inicia um processo de amarelamento e necrose foliar que, em dias ou semanas,

causa morte. (Rodrigues & Almeida, 1995).

Segundo Paganella & Claro (2003), o glifosato apresenta efeito mutagénico e
carcinogénico em células animais e vegetais devido a presenca de N-nitrosoglifosato
(NNG) que é um composto altamente toxico derivado do processo de sintese do
glifosato. Além disso, esses mesmos autores relatam efeitos na reproducdo, com
reducdo na contagem de espermatozoides; diminuicdo do peso corporal e aumento na

divisdo celular nos rins e na bexiga de ratos.

A contaminacdo da agua pode ocasionar a eutrofizacdo do ambiente hidrico,
como exposto por Gonzalez-Garcia et al., (2009), enquanto para o solo ha o potencial
risco de lixiviacdo, bem como o aumento da concentragdo de fosforo e nitrato nessa

matriz (Gaupp-Berghausen et al., 2015).

3.4 Compostos relatados
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Além do glifosato, outros 25 compostos foram descritos como componentes que
causam algum efeito ao ecossistema, sendo 15 compostos citados apenas uma vez.
Paraquat (n=5), Atrazina e surfactantes (n=4) cada, 2,4-D e cobre (n=3) cada e AMPA,
Cipermetrina, Glufosinato, Quinclorac e Triclopir (n=2) cada, foram os compostos que

apresentaram a maior quantidade de mencdes (Figura 3).

Triclopir
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Cobre

2.4-D
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Figura 3. Frequéncia dos 10 compostos mais citados em associa¢do com o glifosato nas publicacGes entre
0s anos de 1977-2017 no Banco de dados Thomson ISI.

No que diz respeito a classificacdo de todos os compostos, 62% sdo herbicidas,
11% inseticidas, 8% compreende produtos surfactantes e 19% sdo elementos quimicos,
como cobre e arsénio. Os herbicidas sdo os mais utilizados dentre os agrotoxicos uma
vez que o manejo de plantas daninhas é uma prética de grande importancia para
diminuir as perdas por competicdo e na colheita e para obtencdo de altos rendimentos

em qualquer exploracéo agricola (Tavella et al., 2011).

Os inseticidas (11% dos resultados analisados) sdo substancias quimicas
utilizadas para matar, atrair e repelir insetos. A descoberta, isolamento, sintese,
avaliacdo toxicologica e de impacto ambiental destes pesticidas, configura um vasto
topico de pesquisas no mundo. Os inseticidas sdo representados por trés grupos:
organoclorados, inibidores da colinesterase (fosforados orgéanicos e carbamatos) e

piretroides naturais e sintéticos (Mariconi, 1963).

Os surfactantes (8% dos resultados analisados) sdo substancias adicionadas aos

produtos comerciais que aumentam a dispersdo/emulsificagdo, absorgéo, distribuicéo,



32

adesdo e/ou penetracdo de pesticidas no ambiente (Souza et al., 2006). A formulacgéo de
maior comercializacdo do glifosato, Roundup®, é composta por polioxietileno-amina
(POEA), um surfactante com acdo irritativa dermatoldgica que confere a esse produto

toxicidade maior que o glifosato puro. (Hardell, 1999).

Elementos quimicos como o arsénio e metais pesados (19% dos resultados
analisados) sdo comumente utilizados na agricultura em meio as formulagdes de
herbicidas, inseticidas e desfolhantes (Burguera & Burguera, 1993). O cobre também é
um elemento quimico que se acumula no solo em decorréncia do uso a longo prazo de

pesticidas fosfatados, como é o caso do glifosato (Zhou et al., 2012).

3.5 Efeitos na agricultura

Na busca realizada, identificamos 6 trabalhos que relatam se os efeitos que o
glifosato induz nos organismos sdo benéficos ou ndo a pratica agricola. Efeitos de
carater negativo sao descritos por Gomes et al. (2016), relatando que a adi¢do de fosfato
recorrente no solo induz a maior absorcdo do glifosato pelo cultivar de salgueiro (Salix
miyabeana SX64), causando toxicidade nos individuos. As espécies de Salix sdo plantas
pioneiras comuns em margens de rios ou locais encharcados em terras baixas (Tamura
& Kudo, 2000).

Da mesma forma, Singh et al. (2017) descrevem que a adicdo de déxido nitrico
em ervilhas verdes (Pisum sativum L.), tratadas com o herbicida, protege essas plantas
do estresse oxidativo induzido pelo glifosato. Sendo assim, a utilizacdo desse herbicida
¢ prejudicial para ervilhas se ndo houver o acréscimo desse composto quimico
pertencente uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e carcindgenos potenciais
(Dusse et al., 2003).

Um efeito de carater positivo para agricultura, além dos relatados para
organismos alvo, é descrito por Saraiva et al. (2016). Neste trabalho, os autores
investigaram os efeitos do glifosato em duas espécies de acaros (Polyphagotarsonemus
latus e Tetranychus bastosi) e relataram efeitos comprometedores na reproducdo de
ambas as espécies. Esses artropodes sdo considerados pragas em plantaces de pinhao-

manso e sdo expostos ao herbicida por residirem e se alimentarem da cultura e também
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de plantas invasora. Este efeito foi considerado positivo para agricultura em decorréncia

do controle indireto de uma espécie praga ndo alvo do herbicida.

3.6 Distribuicéo de publicacdes por paises

Vinte e quatro paises apresentam pesquisas sobre dos efeitos do glifosato, sendo
os Estados Unidos o maior produtor cientifico a respeito (27,8%), seguido pelo Brasil
(7,9%), Canada (7,2%), Argentina, Franca e China (6,6%) cada (Figura 4).

30

20

10

Numero de trabalhos (%)

Figura 4. Distribuicho em porcentagem de publicagbes que relatam dos efeitos do glifosato nos

organismos e ambiente por paises entre os anos de 1977-2017 no Banco de dados Thomson ISI.

4 CONCLUSAO

O recorte realizado neste estudo nos mostra a pouca preocupagdo em relatar os
efeitos que o glifosato causa no ambiente e nos organismos, uma vez que as
informagdes obtidas estdo restritas as publica¢fes disponiveis no banco de dados e,
assim, assume-se que podem existir outras publicagdes que abordem os efeitos do

glifosato e que ndo foram analisadas devido o recorte amostral desse trabalho.
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O grupo de organismos mais relatados neste trabalho compreende os peixes. No
entanto, ndo ha uma frequéncia discrepante entre peixes e 0s demais grupos também
expostos nos resultados. Logo, esse estudo apresenta uma variedade de grupos

taxonémicos, ndo cabendo generaliza¢6es ou inferéncias.

Quanto aos efeitos colaterais, h4& uma ampla variedade de impactos expostos
desde a morte do organismo & problemas comportamentais, reprodutivos e
populacionais. O glifosato, apresenta efeitos colaterais em organismos nao-alvos que
sdo timidamente pesquisados e relatados. A preocupacédo das pesquisas sobre o efeito do
glifosato tende-se mais na compreensdo da eficacia do composto e ndo na preocupagao
dos impactos que esse herbicida pode causar.

A respeito dos demais compostos relatados nesse estudo, outros 25 sao relatados
em associa¢do com o glifosato, sendo que 38% dos pesticidas citados ndo pertencem ao
grupo de herbicidas. A juncgéo de glifosato a outros compostos comumente langados em
culturas, como fertilizantes, ocasiona efeitos negativos em plantas ndo-alvo, bem como

em acaros.

Assim, a emprego do glifosato deve ser melhor discutido, uma vez que seu uso
isolado demonstra efeitos pouco eficazes aos organismos alvo justificando a utilizacao
em conjunto com outros pesticidas. Ao mesmo tempo, 0 uso combinado ocasiona

efeitos prejudiciais a organismos nao-alvo.

Conclui-se que futuros estudos devem investigar os impactos causados pelo
glifosato, visto que esse herbicida é um dos mais utilizados no mundo. Associado a isso,
destaca-se a importancia do aumento de estudos sobre os efeitos dos pesticidas aos
ecossistemas, concentrando esforcos nas consequéncias diretas aos organismos ndo
alvos, incentivando assim, a compreensao sobre os mecanismos de acdo dos diferentes

compostos.
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Capitulo 2: UM ESTRANHO NO NINHO: UMA ESTIMATIVA DE
GLIFOSATO EM CUPINS EM FRAGMENTOS DE CERRADO

RESUMO

Os cupins compreendem um dos grupos dominantes na fauna do solo e prestam
importantes servigos ecossistémicos. Com as atividades de forrageamento, esses insetos
podem ingerir materiais contaminados com agrotdxicos lancado em lavouras. Neste
trabalho, nés buscamos estimar a termitofauna da Floresta Nacional de Silvania e
averiguar a toxicidade do herbicida glifosato em operarios de Cornitermes.
Especificamente, procuramos determinar a Dose Letal média (DL50) em 24 horas e
verificar a presenca do glifosato em operarios coletados proximo a lavouras que
utilizam o glifosato. Foram amostrados 31 géneros de cupins pertencentes a 4 familias.
Para deteccdo foi construida uma curva analitica do glifosato entre 50 e 650 ppb, no
entanto as amostras ambientais ndo apresentaram vestigios desse composto. Os dados
de mortalidade coletados durante o teste de Dose Letal média (DL50) permitiram
determinar o valor de 16 ppm como DL50 do Glifosato em operérios de Cornitermes

silvestrii.

Palavras-chave: Herbicida, Térmitas, Espectrometria de massas
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CHAPTER 2: ASTRANGER IN THE NEST: AN ESTIMATE OF
GLYPHOSATE IN TERMITES IN SAVANNA FRAGMENTS

ABSTRACT

Termites comprise one of the dominant groups in soil fauna and provide important
ecosystem services. With foraging activities, these insects can ingest contaminated
materials with pesticides released into crops. In this work, we sought to estimate the
termitofauna in the National Forest of Silvania and to investigate the toxicity of the
glyphosate herbicide in Cornitermes workers. Specifically, we sought to determine the
mean Lethal Dose (LD50) in 24 hours and to verify the presence of glyphosate in
workers collected near crops that use glyphosate. 31 genera of termites belonging to 4
families were sampled. For detection, an analytical curve of glyphosate was constructed
between 50 and 650 ppb, however the environmental samples did not show traces of
this compound. Mortality data collected during the Mean Lethal Dose (LD50) test
allowed the determination of the value of 16 ppm as LD50 of Glyphosate in workers of

Cornitermes silvestrii.

Key-words: Herbicide, Termite, Mass Spectrometry
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1 INTRODUCAO

Os cupins compdem um dos grupos dominantes de invertebrados do solo nos
ecossistemas tropicais (Wilson, 1971; Wood & Sands, 1978; Eggleton et al., 1996).
Pertencem a infraordem Isoptera com pouco mais de 3000 espécies no mundo sendo
que aproximadamente 550 encontram-se na regido Neotropical. Embora esses insetos
sejam considerados praga, dentre todas as espécies de cupins, 12% sdo relatadas na
literatura como destrutivas e apenas 3,5% sao consideradas ameacas sérias (Krishna et
al., 2013).

E comum a utilizagdo de inseticidas como o Fipronil, Imidaclopride,
Deltametrina e Clorpirifés no combate a proliferacdo de ninhos, principalmente em
pastagens (Fadini et al., 2001; Valério et al., 1998). Esses produtos, portanto, possuem
acao especifica contra insetos, no entanto, a utilizacdo de pesticidas em lavouras é
ampla e constituem o uso de diferentes formulacGes de fungicidas e herbicidas
(Bombardi, 2017). A ampla utilizacdo desses compostos pode interferir na saude de
organismos ndo alvo, bem como aumentar a persisténcia desses compostos no ambiente
(Antunes, 2013; Bombardi, 2017).

Para o glifosato, Newton et al. (1994) por meio de estudos conduzidos, acharam
vestigios em amostras de solo com até 409 dias ap6s a contaminacdo. Nomura e Hilton
(1977) relatam que a mineralizagdo completa do glifosato pode atingir valores da ordem
de até 22,7 anos. Esse herbicida ao atingir o solo entra em contato com a grande
diversidade de organismos que o habitam, afetando na qualidade do substrato (Valarini
etal., 2007).

A literatura fornece relatos de efeitos colaterais sobre a fauna e organismos do
solo, que incluem mudancas comportamentais em minhocas, interferindo na atividade
de formacdo do solo (Van Hoesel et al., 2017; Gaupp-Berghausen et al., 2015),
alteracdes nos processos de micorrizacdo (Zaller et al., 2014). Para cupins esses relatos

sdo inexistentes.

Os cupins possuem habitos alimentares diversos (Lima & Costa-Leonardo,
2007) e os individuos do género Cornitermes séo bem conhecidos devido a abundancia
no Cerrado, principalmente em pastagens e plantagdes onde sdo considerados praga

(Fernandes et al., 1998). Isso se deve por esses insetos ingerirem, além do solo para a
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construcdo de seus ninhos, materiais na superficie como gramas e folhas verdes
(Mathews, 1977).

O forrageio € um comportamento coletivo, sem controle central e que envolve
tanto a exploracdo do ambiente quanto a comunicacdo entre 0s ninhos. O padrdo de
comunicacdo sobre a localizagdo de alimentos entre os cupins foca em trilhas de
feromonios (Traniello e Leuthold, 2000). As coldnias de Cornitermes cumulans
exploram o ambiente aleatoriamente em todas as direcdes, retrabalham estruturas densas

e reagregam as particulas do solo para construcdo de galerias (Oliveira et al., 2012).

Partimos da premissa que, com a atividade de forrageamento em busca de
alimento, esses insetos ingerem os recursos contaminados pelo glifosato, agregam esse
composto em seus corpos, ninhos e, consequentemente, em outros organismos que se

relacionam e s&o influenciados pelas atividades dos cupins no ambiente.

Dessa forma, sabendo a importancia do papel ecoldgico desses insetos e a falta
de informacbes sobre os efeitos do glifosato em cupins, nosso objetivo é estimar a
termitofauna em fragmentos de Cerrado e averiguar a toxicidade do glifosato em
operarios de Cornitermes. Para tanto, especificamente, procuramos determinar a Dose
Letal média (DL50) em ensaios de laboratdrio para Cornitermes silvestrii e verificar a
presenca do glifosato em operarios de Cornitermes cumulans presentes proximo a
plantacbes em ambientes naturais. Hipotetizamos que ninhos proximos aos plantios

apresentam contaminacao.

2 METODOLOGIA
2.1 Amostras ambientais
2.1.1 Local de coleta das amostras ambientais

A coleta das amostras ambientais foi realizada em fragmentos de cerrado stricto
sensu, dentro da Floresta Nacional de Silvania (Flona), em Silvania, Goias e em
fragmentos no entorno préximo a extensas lavouras de soja e milho (Figura 5). A Flona,
sob administracdo do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio) desde 2007, esta localizada na regiao leste do estado de Goias (16°38°30.0” S
e 48°39°02.5” W) integrando o grupo de Unidades de Conservacdo (UCs) de Uso
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Sustentavel, com uma area de 486,607 ha e um perimetro de 8.657,89m (ICMBIo,
2015).

A érea do entorno é composta por diversas propriedades particulares com
enfoque agropecuério de grande influéncia na economia da regido, sendo a paisagem
composta por pastagens, lavouras de soja, milho, sorgo e eucalipto e alguns fragmentos
de cerrado, matas de galeria e floresta estacional. O clima da regido, segundo a
classificagdo de Kdppen ¢ do tipo Aw-Tropical Umido com inverno seco e verdo
chuvoso, com precipitacdo pluvial variando entre 1200 a 1800 mm (SEPLAN, 2005).

Legenaa

classes
agua

- cerradofsavana
floresta riparia
floresta estacional
campo umido
pastagem
agricultura

- eucalipte
construcdo rural
area urbana

minerac¢io

B e

Figura 5. Localizacdo da Flona (ao centro da imagem) e regido de entorno composta por lavouras e
pastagens. Circulos em vermelho indicam as coletas realizadas dentro da Flona e circulos em branco
indicam as coletas realizadas no entorno. Fonte: PELD COFA

2.1.2 Amostragem dos ninhos e coleta

As coletas foram realizadas em duas etapas, a primeira no inicio do periodo chuvoso
(novembro de 2017) dentro da Flona, a segunda no auge da chuva (janeiro de 2018) na
regido do entorno. Esse periodo foi condizente com o calendario de lancamento de
pesticidas nas lavouras da regido. No entorno, as coletas foram realizadas na borda de
quatro parcelas representativas de cerrado stricto sensu préximas a lavouras de milho e,

predominantemente, soja (Figura 6).
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13 m

Milho

120 m

Soja

Figura 6. llustragdo dos pontos de coleta no entorno da Flona, com as distancias entre 0s ninhos

amostrados e as lavouras mais préximas. Fonte: proprio autor.

Durante as coletas, dois tipos de amostras para cada ninho foram realizados: um
dos cupins para insercdo na colecdo de Isoptera do Laboratdrio de Pesquisa Ecoldgica e
Educacdo Cientifica (Lab-PEEC) da Universidade Estadual de Goids, e outro para
andlises de deteccdo de glifosato. Para o primeiro, os individuos foram coletados com
pincas entomoldgicas e armazenados em frascos de vidro com batoque contendo alcool
80%. Em laboratorio, foram identificados com o auxilio de chaves de identificacGes

para cupins e adicionados na colecao de Isoptera do Lab-PEEC.

Na coleta das amostras para analises de deteccdo, os operarios de C. cumulans
foram condicionados em frascos de vidro sem alcool, vedados com batoques e
armazenados em congelador a fim de evitarmos grandes perdas do composto
investigado por degradacdo e para preservarmos 0s organismos.

2.2 Amostras experimentais
2.2.1 Coleta para bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos na Universidade Estadual de Goias, Campus
Henrique Santillo, localizado na BR 153 (16°22°34”* S e 48°56’51>’ W), Anapolis -
Goiés. Para cada dia de experimento realizado, foram coletados por¢Ges de um ninho de
Cornitermes silvestrii presente na Unidade de conservagdo da universidade, proximo ao
Lab-PEEC. Apenas os operarios foram selecionados com o auxilio de pincas

entomoldgicas e utilizados nos testes para determinagdo DL50.
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2.2.2 Procedimentos experimentais para determinacéo da DL50

Foram realizados dois experimentos. O primeiro com doses nos valores de 2,4 e
4,8 mg/L e o segundo com concentracdes de 16 e 48 mg/L do produto comercial AKB
Glifosato 480 da Kelldrin® (Figura 7). As concentragfes do produto comercial
utilizadas nos tratamentos do primeiro experimento partiram dos valores utilizado nas

lavouras e permitidas pela Anvisa.

Experimento 1: Concentra¢des permitidas pela legislacdo para uso em lavouras

= O00000000
000000000
= O00000000

Experimento 2: Concentra¢des acima das permitidas pela legislacdo

OO0O0000000
Cleoooloo00 0
= O0000O000

Figura 7. llustracdo do preparo dos bioensaios divididos em experimentos 1 e 2 para determinacdo da

DL50 do glifosato em operarios de Cornitermes silvestrii.

Cada experimento continha 30 arenas, sendo 10 para cada tratamento (Controle,
T1 e T2). Foram realizadas duas e quatro repeticbes para o experimento 1 e 2,
respectivamente. Os operarios selecionados foram divididos em grupos de 10 individuos
e colocados em placas de Petri de 100mm (arenas) forradas com papel filtro. Todos os
operarios pertenciam ao mesmo ninho e foram confinados seguindo a densidade de
0.146 pela area da placa, que garante a maxima sobrevivéncia dos individuos (DeSouza
& Miramontes, 2004; Miramontes & DeSouza, 1996).
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Apods 30 minutos de ambientacdo dos operarios nas arenas, 0s individuos
receberam um volume de 240 pL (por arena) do contaminante de acordo com as
concentracOes descritas na figura 7. As arenas foram vedadas com plastico filme
perfurado com agulha para oxigenacao dos individuos e, logo apds, incubadas em uma

estufa incubadora BOD com temperatura constante (25°C * 0.5) e escuro.

ApoGs 24 horas os operérios foram contabilizados em vivos e mortos. Os dados
coletados apos esse periodo foram analisados com o teste de analise de variancia com
comparacfes multiplas de dados ndo paramétricos (Kruskal-Wallis) adotando-se nivel

de significancia igual a 5% (P <0,05).

2.3 Andlise e deteccao de glifosato
2.3.1 Problemas

Inicialmente tinhamos como meta a realizacdo de técnicas cromatograficas para
deteccdo do glifosato e AMPA (principal produto da degradacdo do glifosato) nas
amostras ambientais. No entanto, devido a impedimentos técnicos que incluiram (i) a
universidade possuir um cromatografo inoperante e (ii) empresas que poderiam realizar
as analises de deteccdo ndo trabalharem com as matrizes deste estudo (cupim e solo)
e/ou com o glifosato devido a complexidade do composto, novas alternativas foram

buscadas.

Com o apoio e parceria da professora Andréa Chaves no Laboratério de
Cromatografia e Espectrometria de Massas (LaCEM), no Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goids, partimos na tentativa de detectarmos o glifosato e
AMPA com a técnica de espectrometria de massas, sem etapas de derivatizacdo, visto a
auséncia de derivatizantes. Essa técnica demanda tempo na fase de construcdo de um
método e de estabelecimento das condi¢cBes do espectrdmetro. A determinacdo das
condigdes do equipamento para 0 AMPA ainda nédo foi possivel devido a dificuldades de
ionizacdo da molécula e, com isso, ap0s algumas tentativas para 0 AMPA, concentramos

o0 foco e esforgos apenas no glifosato. Experctrometro de massas
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2.3.2 Determinacéo do padréo do glifosato

Para detectarmos o glifosato nas amostras ambientais, foi necessaria a
construcdo de uma curva analitica desse composto. Para tanto, foram preparadas
concentracdes entre 50 e 800 partes por bilhdo (ppb) do produto padrdo a partir de uma
solucdo estoque de 1mg/mL (Figura 8). A melhor linearidade obtida compreendeu até
650 ppb.

1 mg d
mg de
glifosato =>
e i .
e 100L [
* Solugdo 1 mb del ¢ 10mL | * Sohgzo de
estoque de H0 de 10 ppm
1000 ppm MeOH
5L 10 L 20 L 30 L 40pD 650 80 ul
) e e e Sl <aiE—- S
50 ppb 100 ppb 200 ppb 300 ppb 400 ppb e .
= iy ] o i i, i, i
995 L 990 980 L 970 uL 960 L 935 uL 920 L
- de de de de de de
MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH

N N O

* Acréscimo de

1 uL de NH4+OH

Figura 8. llustracdo da metodologia utilizada no preparo do produto padrdo do glifosato para construgdo
da curva analitica. Fonte: propria autora

2.3.3 Preparo das amostras

O preparo da amostra dos operarios de Cornitermes para analise de glifosato
consistiu na metodologia de modificada de Azevedo et al. (2006). Neste trabalho 10
individuos foram mergulhados em 1ml de &4gua deionizada, macerados e centrifugados
por 5 minutos. Apos essa etapa o sobrenadante foi filtrado com filtro seringa e diluido
em metanol. Foi acrescentado 20 uL de hidroxido de aménio a fim de melhorar a

ionizacdo do glifosato, caso este esteja presente nas amostras (Figura 9).
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Diluigio
Filtrzgem do 2 M=0H

10op Macerzgin | Cantrifiigsgio sobrenadants +NH40H Injecdio no
+ 1ol * N '
e - - —)p. = espectrémetro

Figura 9. llustracdo da metodologia utilizada no preparo das amostras, para analise de glifosato em
operérios de Cornitermes. Fonte: Prdpria autora

2.3.4 Anélise por Espectrometria de massa

Para investigar a presenca do glifosato nos operérios, utilizamos o método de
espectrometria de massas por meio de injecao direta com o espectrébmetro Microtof-q iii
da marca Bruker equipado com uma fonte de ionizao por eletrospray (ESI). O
equipamento foi operado no modo negativo de ionizacdo e no software do gerenciador
OtofControl. O nitrogénio de alta pureza (99,999%) foi usado como gas de secagem
(4,0 L/min); a temperatura do gas e vaporizador era de 200 °C; e a voltagem do capilar
foi 5000 V.

O glifosato foi identificado com base na medicdo da carga/massa do ion, que
para o analito deste trabalho é 168.00, uma vez que operamos 0 equipamento no modo

negativo e comparado com os valores obtidos com a curva do padrdo de referéncia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Termitofauna

De todo material coletado e conservado foram registrados 31 géneros de cupins,
distribuidos em quatro familias e sete subfamilias: Kalotermitidae (2), Heterotermitinae
(1), Serritermitinae (1), Apicotermitinae (3), Nasutitermitinae (5), Termitinae (8) e
Syntermitinae (11) (Tabela 2). Esses insetos sdo distribuidos em nove familias no
mundo, sendo que no Brasil ocorrem quatro familias com cerca de 300 espécies
(Constantino, 2015). No presente trabalho, foram amostrados e identificados
representantes de todas as familias encontradas no pais: Kalotermitidae,

Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae.



Tabela 2. Lista de géneros e espécies amostrados na Flona e entorno. Silvania-GO.

Familia Kalotermitidae
Eucryptotermes wheeleri
Neotermes sp. 1

Neotermes sp. 2

Familia Rhinotermitidae
Subfamilia Heterotermitinae
Heterotermes longiceps
Heterotermes tenuis

Familia Serritermitidae
Subfamilia Serritermitinae
Serritermes serrifer

Familia Termitidae
Subfamilia Apicotermitinae
Anoplotermes spl
Anoplotermes sp2
Anoplotermes sp3
Aparatermes sp.

Ruptitermes atyra
Subfamilia Nasutitermitinae
Agnathotermes cf. crassianus
Cyranotermes timuassu
Nasutitermes pilosus
Nasutitermes sp.
Subulitermes sp.
Subulitermes cf. microsoma
Velocitermes sp.

Subfamilia Termitinae
Cavitermes tuberosus
Cylindrotermes cf. brevipilosus
Dentispicotermes cupiporanga
Microcerotermes sp.
Neocapritermes taracua
Orthognathotermes aduncus
Orthognathotermes humilis
Spinitermes trispinosus
Termes sp.

Subfamilia Syntermitinae
Armitermes sp.

Cornitermes cumulans
Curvitermes minor
Curvitermes odontognathus
Cyrilliotermes strictinasus
Embiratermes spl
Embiratermes robustus
Labiotermes brevilabius
Mapinguaritermes sp.
Procornitermes triacifer
Rhynchotermes sp.
Silvestritermes euamignathus
Silvestritermes holmgreni
Syntermes sp. 1

Syntermes sp. 2

Syntermes sp. 3
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3.2 Curva analitica do padréo do glifosato

A curva analitica que apresentou o melhor ajuste exibiu os valores de 50 a 650
ppb (Figura 10). Estes valores se encontram dentro do permitido pela Anvisa para a
satde humana, que compreende 500 ppb (Brasil, 2005). Além disso, outros 6rgaos que
regulamentam os niveis permitidos de glifosato, consideram aceitavel até 280 e 700 ppb
em &gua potavel no Canada e Estados Unidos respectivamente (Health Canada, 2017;
Barceld, 1993).
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Figura 10. Curva analitica do padréo de glifosato com concentragGes entre 50 e 650 ppb.

3.3 Deteccéo do Glifosato nas amostras ambientais

Nas condi¢6es analisadas ndo foi possivel a visualizacdo do ion de 168, m/z, que
compreende o glifosato. (Figura 11). Este fato pode estar relacionado ao tempo de
amostra, visto que as analises foram realizadas um ano ap0s as coletas, assim como,
caso haja o composto ele tenha sido degradado em AMPA. Outro fator provavel nas
amostras ambientais esta relacionado a presenca de outros ions mais intensos que

podem estar suprimindo a possivel carga do glifosato.
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Figura 11. Expectros indicando os valores detectados onde (Padréo) indica os picos do glifosato e (A),
(B), (C) e (D) indicam as amostras ambientais proximas as lavouras em Silvania-GO. Fonte:

DataAnalysis.

3.4 Determinacéo da DL50 sob condicOes experimentais

Né&o houve diferenga significativa na mortalidade dos individuos do experimento
1 (Qui-quadrado=3.0000; p=0.2231) (Figura 12). A analise da mortalidade de
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Cornitermes silvestrii apds 24 horas de exposicdo ao Glifosato determinou o valor de 16
ppm (mg/L) como DL50 do Glifosato. Esse valor foi determinado no experimento 2
(Qui-Quadrado=10.1785; p=0.0062) (Figura 13).

28

T

Moralidade

o Medis
[ Emc padréac
T Desvic padréc

Jo1

controle 2.4 ppm 4.8 ppm

Figura 12. Mortalidade média de operarios de Cornitermes silvestrii submetidos a concentracdes

permitidas pela legislagdo
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Figura 13. Mortalidade média de operarios de Cornitermes silvestrii submetidos a DL50 de acordo com

concentragdes acima do permitido pela legislagéo.

4. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a presenca de géneros representantes das quatro
familias de cupins que podem ser encontradas no Brasil, sendo a subfamilia
Syntermitinae a que apresentou 0 maior nimero de géneros amostrados (11). E
necessaria a continuidade de levantamentos da termitofauna da Flona de Silvania, visto
que 0 numero de espécies pode ser maior.

Foi possivel a construcdo de uma curva analitica do glifosato sem etapa de
derivatizacdo da molécula e nos limites permitidos por lei em &gua, segundo 6rgéaos
regulamentadores do Brasil, Canadd e Estados Unidos. No entanto, as amostras
ambientais ndo apresentaram vestigios desse composto. Tais resultados podem se
apresentar diferentes a partir de analises com amostras mais recentes, bem como do
AMPA devido a degradacgéo do glifosato.

A presente pesquisa permitiu determinar o valor de 16 ppm (mg/L) como DL50
24 horas do Glifosato para operarios de Cornitermes silvestrii, valores que caracterizam
estes produtos como praticamente ndo tdxico aos cupins em testes de toxicidade aguda,

visto que esse valor se encontra acima do utilizado na agricultura.
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CONSIDERACOES FINAIS

As atividades agricolas incluem o uso intensivo de pesticidas e, em decorréncia
disso, o Cerrado passa por um forte processo de modificacdo da paisagem e,
consequentemente, biodiversidade. Com este trabalho é possivel visualizar a existéncia
de lacunas no que se refere aos efeitos diretos que o herbicida glifosato ocasiona nos

organismos em diferentes ambientes.

Em relacdo ao Cerrado, essas informacgdes sdo ainda mais escassas e este
trabalho pode dar suporte a futuros trabalhos, no que se refere a cupins. O
aprimoramento das técnicas utilizadas neste estudo, bem como melhores recursos
institucionais fornecerd melhores resultados e, consequentemente, uma compreensao

mais ampla sobre a utilizacdo do glifosato na agricultura.

A possivel perda de cupins no ambiente acarretaria na perda dos servigos
ecossistémicos desempenhados por esses insetos que incluem a decomposicdo da
matéria organica, ciclagem de nutriente no solo e intera¢cfes com outros organismos no
meio. Além disso, a proliferacdo de algumas espécies como o caso de cupins do género
Cornitermes se da pela simplificacdo de um habitat para conversdo em lavouras ou

pastagens.



