Influéncia da temperatura na toxicidade de cobre em girinos
de réa verde Pelophylax perezi

A contaminagdo por metais € um problema global e um dos principais factores
responsaveis pelo declinio, a nivel mundial, de populacdes de anfibios. Este grupo de
organismos tem sido identificado como muito sensivel a contaminagdo antropogénica,
pelo que, sdo comummente utilizados como bioindicadores de contaminagédo ambiental.
Paralelamente a esta, também as alteragGes climaticas (e.g. aumento da temperatura
média), tém vindo a provocar efeitos adversos nos ecossistemas aquaticos. Assim, este
estudo pretendeu avaliar o efeito da temperatura na toxicidade do cobre em girinos de ra
verde (Pelophylax perezi). Para tal, girinos no estadio Gosner 21-22 foram expostos
durante 96h a varias concentragdes de cobre a 20 e 23°C. No decorrer e no final dos
ensaios foram monitorizados diversos parametros: taxa de mortalidade, ocorréncia de
malformacdes, estadios de desenvolvimento e comprimento dos girinos. A mortalidade foi
registada a cada 24 horas, e observou-se que na concentracdo mais elevada de cobre
ocorreu 100% de mortalidade. No final da exposi¢do, os girinos expostos as restantes
concentragdes mais elevadas de cobre apresentaram malformagGes e menor
comprimento. Relativamente ao efeito da temperatura, a concentragdo letal mediana
(CLso) foi inferior na temperatura de 20°C, contudo ndo se observou interacgdo entre a
temperatura e toxicidade do cobre. Em ambas as temperaturas testadas foram
observadas diferengas significativas no comprimento dos girinos expostos as

concentrac@es de cobre, relativamente aos do controlo.
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toxicologia e quimica ambiental

D INTRODUGAO

Contaminacdo do ambiente por metais

Os metais sdo elementos omnipresentes no ambiente mesmo que em quantidades vestigiais. O seu ciclo
natural é perpetuado naturalmente através de processos como a erosao e erupc¢des vulcanicas envolvendo
também o fluxo equilibrado de elementos entre a hidrosfera, geosfera e atmosfera (Seiler e Sigel, 1988).
Contudo entre regibes podem ocorrer grandes variagbes na abundancia bem como no tipo de metais
existentes, uma vez que as caracteristicas quimicas quer da agua, quer das rochas também variam. No
entanto, uma vez que o ser humano utiliza em grande escala muitos metais existentes na natureza, acabam
por existir desequilibrios nos seus ciclos naturais. As principais fontes de contaminacdo ambiental
antropogénica devem-se a actividades industriais ou agricolas. O cobre é um dos metais que é utilizado em
grande escala em ambas as actividades. Este elemento ocorre naturalmente nas rochas, solo, agua,
sedimentos e a concentracdes mais baixas na atmosfera (ATSDR, 2004). No entanto, tal como foi revisto
por Flemming e Trevors (1989) através de processos como a sua extraccao, extraccdo de outros metais, a
sua utilizacdo industrial, o cobre acaba por ser biodisponibilizado no ambiente em concentracdo elevadas.
Pode ainda ser introduzido no ambiente através de pesticidas, esgotos domésticos e combustdo de
combustiveis fésseis. Muito embora o cobre seja considerado um metal essencial, sendo a sua existéncia
transversal a plantas e animais, assumindo um papel vital no desempenho normal de varias enzimas
(ATSDR, 2004), a sua presenca em quantidades elevadas no ambiente pode revelar-se tdxica quer para a
flora (e.g. Mocquot et al., 1996, Borkert et al., 1998) quer para a fauna (e.g. Redick e La Point, 2004). A sua
toxicidade pode ser ainda potenciada por varios factores como por exemplo a radiacao UV (Baud e Beck,
2005), a temperatura (Rao e Khan, 2000) e o pH (Franklin et al., 2000). Tendo em conta as alteracdes
climéticas que tém decorrido nas Ultimas décadas torna-se relevante e necessario perceber como é
afectada a toxicidade de metais com elevada dispersédo como o cobre com a alteragdo de factores abiéticos
(e.g. temperatura) em organismos que possam ser sensiveis a ambos os factores.

Anfibios como espécies sensiveis a contaminagdo por metais e as alteragdes climéticas

Os anfibios constituem um grupo especialmente critico pois apresentam um complexo ciclo de vida com
uma fase aquatica (enquanto embrifes e larvas) e uma fase terrestre (quando juvenis e individuos adultos),
estando assim expostos a contaminantes nos dois habitats (Beiswenger, 1988). Desempenham também um
papel fundamental em ambos, assumindo tanto o lugar de presas como de predadores, pelo que o impacto
da contaminacdo ambiental nesta classe afecta toda a rede trofica. Ao estarem duplamente expostos a
ameacas apresentam-se como bons indicadores de contaminagéo e do possivel fluxo entre compartimentos
aquatico e terrestre (Halliday, 2000).

Os anfibios sao sensiveis aos contaminantes durante a fase adulta mas sobretudo durante a fase
embrionéria e larvar (Greulich e Pflugmacher 2003). Desta forma, e por estar confinada somente ao sistema
aquatico, a fase larvar pode ser alvo de maior exposi¢cdo aos contaminantes (Garcia-Mufioz et al., 2009).
Em algumas espécies, esta é a fase de desenvolvimento mais longo, estando assim exposta durante um
maior periodo de tempo. Este maior periodo de exposicdo atribui as larvas um papel importante como
indicadores de contaminacdo ambiental. Mais ainda, Natale et al. (2006) observaram que larvas de

Hypsiboas pulchellus apresentaram maior sensibilidade a crémio VI (3 a 90 mg L'l) gue os respectivos
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embrides, o que faz com que estudos com este estadio de desenvolvimento sejam extremamente
importantes para avaliar os efeitos reais que certos contaminantes possam ter nesta classe de organismos.

Efectivamente, as larvas sdo usualmente mais sensiveis do que os embrifes, pois ndo estdo envoltas por
uma camada gelatinosa, possuem guelras e apresentam um ratio superficie;:volume maior, 0 que potencia a

incorporacgdo de contaminantes a através da derme (Bridges, 2000; Ortiz-Santaliestra et al., 2006)

Diversos estudos apontam para uma reducdo da sobrevivéncia das larvas quando expostas a metais,
incluindo a cobre (Haywood et al.,, 2004; Horne e Dunson, 1995). Para além dos efeitos letais nos
organismos, 0 cobre é também responsavel por varios outros efeitos toxicos sub-letais nas larvas, como
alteracdes no crescimento e desenvolvimento, inducdo de malformacdes ou alteracbes comportamentais,
efeitos esses que aumentam o risco de predacdo e diminuem a probabilidade da sobrevivénvia (Garcia-
Mufioz et al., 2009).

Quando comparada a toxicidade de varios metais para larvas de Bufo melanostictus, o cobre revelou ser um
dos metais mais toxicos, ocupando a terceira posicao a seguir a prata (Ag) e ao mercurio (Hg) num conjunto
de sete metais testados (Prata > Mercurio > Cobre > Cadmio > Zinco > Niquel >Crémio), de acordo com o0s

valores de CLsg, obtidos apds 96h de exposi¢cédo (Khangarot e Ray, 1987).

De entre os factores que podem influenciar a exposi¢do dos girinos a contaminacdo aquatica podem-se
referir o estadio de desenvolvimento, idade e tamanho, actividade ou periodo do ciclo reprodutivo. O
contacto ocorre sobretudo pela derme, pelas vias respiratdrias (cutdnea e branquial) ou através da
alimentacéo (Pelgrom, 1994). No entanto, os factores abiéticos também devem ser integrados nos estudos,
uma vez que o processo de assimilacdo dos metais é influenciado por exemplo, pelo pH, temperatura,

salinidade ou oxigénio dissolvido (Pelgrom, 1994).

O aumento da temperatura é um dos factores que pode afectar indirectamente os anfibios, uma vez que
estes nas fases embrionéarias e larvares dependem exclusivamente dos sistemas aquéticos para a sua
sobrevivéncia. A subida rapida da temperatura pode afectar o periodo de ocorréncia de charcos
temporarios, fazendo com que estes sequem mais rapido, desabrigando as popula¢des de girinos antes
destes terem tempo de se metamorfosearem. O proprio aumento da temperatura afecta também de forma
directa os mecanismos fisiolégicos dos individuos sendo responsavel, por exemplo, por maiores taxas de
respiracéo. A temperatura afecta também a toxicidade dos metais, podendo, acelerar a sua absor¢éo. No
caso dos girinos, um aumento da temperatura, ao provocar um aumento da respiragdo branqueal, favorece
0 aumento da taxa de assimilacdo de metais. Em oposicao, temperaturas mais elevadas sao responsaveis
por favorecer um desenvolvimento mais rapido dos organismos, podendo assim reduzir o periodo de
exposicdo aos contaminantes, uma vez que estes ao se desenvolverem mais rapidamente atingem a

metamorfose em periodos mais curtos.

Estudos recentes (Garcia-Mundz et al., 2010) referem que o facto de Pelophylax perezi ser uma espécie
bastante comum em areas himidas altamente alteradas, pode estar relacionado com a sua elevada
tolerancia a agentes toxicos. Também a sua ampla distribuicdo e presenca em diversos tipos de sistemas
aquaticos pode estar relacionada com uma maior resisténcia ou capacidade de adaptacdo a certos graus de
contaminacgdo, a outros factores de stress ambiental e a condicbes ambientais diversas. Os resultados

obtidos através de estudos com espécies mais resistentes de certa forma podem néo representar a situagado
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real para outras espécies mais sensiveis e em declinio, mas a avaliacdo dos efeitos da contaminacao em
espécies mais sensiveis também pode sobrestimar os efeitos negativos em espécies mais resistentes, e
para além disso seria eticamente incorrecto usar espécies que ja estejam ameacadas, em ensaios

laboratoriais.

A espécie Xenopus laevis é uma espécie padronizada para representar a classe dos anfibios em ensaios
ecotoxicoldgicos. Contudo, esta espécie € representativa apenas das regides sub-tropicais e, portanto nao é
adequada para estudos ecotoxicoldgicos em regiées com climas temperados. Assim, a ra verde Pelophylax
perezi apresenta-se como uma das potenciais candidatas a espécie padrdo de zonas temperadas para
estudos em ecotoxicologia. Isto porque ocupa diversos tipos de habitat, € uma espécie abundante e pouco
sensivel & manipulacdo em laboratério (Garcia-Paris et al. 2004; Ortiz-Santaliestra et al., 2010). Para além
destas caracteristicas, P. perezi apresenta a vantagem, face a outras espécies de climas temperados, de
ser abundante e ndo estar ameacada, e proporcionar um grande nimero de massas de ovos durante a sua

época de reproducéao, permitindo o seu uso na realizagdo de ensaios ecotoxicol4gicos.

Neste contexto, o principal objectivo do nosso estudo foi avaliar a influéncia da temperatura nos efeitos que
o cobre pode induzir na sobrevivéncia e no desenvolvimento de girinos de ré verde (Pelophylax perezi).

D MATERIAL E METODOS

Organismos-teste e local de colheita
Massas de ovos de P. perezi nos estadios 10-12 (descritos por Gosner, 1960) foram recolhidos num lago
temporério junto a barrinha de Esmoriz/Lagoa de Paramos (+40° 58' 5.85", -8° 38' 55.24") e mantidos em
laboratério em meio FETAX (Dawson e Bantle, 1987) até
atingirem o estadio Gosner 21-22, em condi¢des abioticas
controladas, nomeadamente fotoperiodo 16h“:8h° e
temperatura 23+1°C. Esta espécie representada na Figura
1, ocorre em toda a Peninsula Ibérica, sendo um dos
anfibios mais abundantes, podendo ainda ser encontrada
no sul da Franca. Ocupa quase todos os tipos de massas
de agua, em todos os tipos de habitats e é conhecida por
tolerar agua salobra e concentracdes moderadas de

contaminagdo aquatica, tal como se observa pela sua

presenca em habitats agricolas altamente eutréficos

FIGURA 1: Ré verde Ibérica (Pelophylax perezi)
(Egea-Serrano et al., 2009; Ortiz-Santaliestra et al., 2010).  (autor: Sara Rodrigues).

Os estadios Gosner 21 e 22, referidos anteriormente, encontram-se representados na Figura 2. O estadio
21 é caracterizado por apresentar a cornea transparente, olhos claramente visiveis e barbatanas opacas. O

estadio 22 caracteriza-se por apresentar as membranas caudais transparentes (Gosner, 1960).

O local de colheita é adjacente a Barrinha de Esmoriz/Lagoa de Paramos. Esta é uma lagoa costeira
situada no litoral Norte de Portugal, entre os concelhos de Ovar e Espinho que ocupa uma area de cerca de
396 hectares (Fernandes, 2007). Esta lagoa é a zona humida mais significativa no litoral Norte, entre a Ria

de Aveiro e o Estuério do Rio Minho (ICN, 2006). Na actualidade, a Barrinha de Esmoriz/Lagoa de Paramos
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encontra-se integrada na reserva Ecoldgica Nacional, classificada como biétopo CORINE (no ambito da
Comisséo da Unido Europeia) e integrada na rede Natura 2000 (SIMRIA, 2002; ICN, 2006). Ao nivel das
fontes de poluicdo que esta lagoa esta sujeita, ela tem sido destino de inimeras descargas de efluentes,
sendo as principais fontes de poluicdo as descargas nao controladas de aguas residuais domésticas e
industriais e situacGes difusas referentes as actividades agricola e agropecuaria (SIMRIA, 2002; AMRIA,
2006).

22 Transparente

Cornea transparente Circulacdo na barbatana caudal

FIGURA 2: Representagdo esquematica dos estadios Gosner 21 e 22 de anaros (esquema
adaptado de Gosner, 1960).

Protocolo experimental

O meio atrtificial, FETAX (Dawson e Bantle, 1987), foi utilizado como controlo (0 mg Lt Cu) e como meio de
diluicio para as restantes concentracdes de cobre testadas (0,2; 0,4; 0,8; 1,6 e 3,2 mg L™ Cu). Para a
preparacéo destas solucdes foi usado Sulfato de Cobre (CuS0O4.5H,0) (Merck, Darmstadt, Germany). Para
o ensaio foram utilizados frascos de plastico estéreis de 50 ml em que se colocou 50 ml de FETAX nas
réplicas do controlo e 50 mL das solu¢ces de cobre nos restantes tratamentos. Foram preparadas trés
réplicas para cada tratamento com o cobre e quatro réplicas para o controlo. O mesmo desenho
experimental foi repetido para cada uma das temperaturas testadas (20 e 23°C). Os testes de exposicao
aguda decorreram durante 96h e com um fotoperiodo de 16h":8h° Foram seleccionados os girinos que se
encontravam na mesma fase de desenvolvimento (estddio Gosner 21-22) e foram distribuidos
aleatoriamente 5 girinos por cada réplica de cada uma das concentracdes. Parametros abiéticos como pH e
oxigénio dissolvido foram monitorizados, para fins de validagdo do ensaio. A cada 24h foi registado o
nimero de mortos, sendo estes removidos e 0 meio renovado. As 48h e 96h foram também registados os
estadios de desenvolvimento e apenas no final do ensaio os girinos foram observados para registo da

ocorréncia de malformacdes e para determinacéo do comprimento corporal.

Analise estatistica

As concentracdes letais médias (i.e., que causam 50% de mortalidade; CLso) € 0s respectivos limites de
confianga a 95%, apOs 96 horas de exposi¢do, para as temperaturas de 20°C e 23°C, foram calculadas
através do software Priprobit (Sakuma, 1998). Para avaliar o efeito significativo das concentracdes de Cu e
da temperatura nos organismos, assim como a existéncia de uma interaccao significativa entre ambos os
factores, utilizou-se uma analise de varidncia (ANOVA) bifactorial, seguida de um teste de Dunnet, para
andlise de diferencgas significativas entre cada um dos tratamentos e o controlo (Zar, 1996). A aplicagdo
deste método implica que os dados tenham passado primeiramente no teste de normalidade e de igualdade

de variancia (Zar, 1996).
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D RESULTADOS

Efeitos letais do cobre a diferentes temperaturas

De uma forma geral, verificou-se que a mortalidade registada nos diferentes tratamentos foi superior na
temperatura mais baixa (20°C). Os girinos expostos a cobre a temperatura de 20°C apresentaram maior
sensibilidade a este metal do que os girinos expostos a cobre a temperatura de 23°C: CLsg en (LC 95%) de
0,66 (0,5-,87) mg Cu L' e 0,85 (0,64-1,1) mg Cu LY respectivamente. Apos apenas 24h do inicio do ensaio
experimental, os girinos expostos a 3,2 mg Cu L™ encontravam-se todos mortos, em ambas as

temperaturas.

Efeitos sub-letais induzidos pelo cobre
a diferentes temperaturas — compri-
mento corporal dos girinos

Os girinos expostos a temperatura de
23°C apresentaram maior comprimento
corporal do que 0s expostos a 20°C (Fy 105
= 7,98; p = 0,006) (Figuras 3 e 4). Foi
ainda observado que os girinos expostos
as concentragbes de cobre testadas

[

Comprimernto doe girinoe as 95h (mm) a 207%C
o

apresentaram um menor comprimento

corporal do que os girinos expostos aos ) a az a4 as 15

respectivos controlos (FETAX), para a Concentraghes de cobre (mg L)

temperatura de 20°C (F, 45 = 45,617; p <  FIGURA 3: Média do comprimento dos girinos de Pelophylax perezi

) ' apos 96h de exposicdo as respectivas concentragfes de Cu a

0,001) (Figura 3) e para a temperatura de  20°C. Os “*” representam diferencas estatisticamente significativas
o _ . . (p<0,001), relativamente ao controlo. As barras de erro repre-

23°C (F4, 57 = 50,851, p < 0,001) (Figura  ¢oiam o desvio padréo.

4). Relativamente ao efeito combinado

entre temperatura e concentracdo, nédo se 14 -

observaram interac¢bes  significativas

(Fs10s = 1,794; p=0,136). Deste modo,

verificou-se que a temperatura néao

influenciou de forma directa a toxicidade

do cobre.

Avaliagdo dos efeitos induzidos pelo

cobre — malformacdées

Coil i 1D 06 gIfles &8 561 g a 200

Os girinos expostos as concentragdes de

0,4, 0,8 e 1,6 mg Cu LY, apresentaram o 0z o4 0E 15
uma percentagem de malformacées entre Concentragbes de cobre (mg L")

21% e 50% em ambas as temperaturas, FIGURA 4: Média do comprimento dos girinos de Pelophylax perezi
» apos 96h de exposicdo as respectivas concentragdes de Cu a
exceptuando os girinos expostos a 0.8 Mg 23°C. Os “* representam diferencas estatisticamente significativas

CuL'a temperatura de 23°C (Tabela 1). (p<0,001), relgtivame~nte ao controlo. As barras de erro repre-
sentam o desvio padréo.
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A concentracdo mais baixa de cobre .
TABELA 1: Percentagem de malformagcbes observadas em orga-

testada nao provocou ocorréncia de nismos vivos, ap6s 96h de exposicdo ao cobre, a diferentes

~ . temperaturas 20 e 23°C.
malformacdes nos organismos, tal como

- - Temperatura (°C) Concentra(;5_19 % de. N° org_anismos
nos respectivos controlos mantidos em deCu(mgL™) anomalias vivos
meio FETAX. 0 0 20

0,2 0 15
Na Figura 5 observam-se alguns 20 0.4 50 12
exemplos de malformacBes, causadas 0.8 333 3
pela exposicdo ao cobre. Na cauda 1,6 333 3
podem observar-se deformacdes diver- 0 0 20
sas (ex. edema) (Figura 5A a 5C). Na 0,2 0 15
Figura 5D pode-se também observar a 23 0,4 21,4 14
diferenca de tamanhos no final das 96h 0,8 91 11
entre o0s girinos. 1,6 50 2

FIGURA 5: Malformacgdes observadas apds 96h de exposi¢cdo em girinos expostos a concentragdes de
cobre. A-Deformacé&o na cauda; B e C- Edema na cauda; D- Tamanho corporal reduzido. (Autor: Sérgio
Marques).
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No final do ensaio, todos os girinos tinham atingido os estadios Gosner 24-25 (Figura 6), ndo se tendo
registado diferencas significativas entre os tratamentos com o cobre submetidos as duas temperaturas.
Estes estadios caracterizam-se pelo desenvolvimento do opérculo e consequente desaparecimento das
branquias externas e formacao inicial de padrées de pigmentacdo. O estadio 24 ainda apresenta branquias

de um dos lados do corpo e o estadio 25 ja ndo tem branquias apresentando o espiraculo do lado esquerdo.

FIGURA 6: Estadios embrionarios Gosner 24 e 25 de anuros (esquema adaptado de Gosner, 1960).

D DISCUSSAO

A diferenca obtida para a mortalidade ocorrida e para os valores de CLsy as 96h entre as duas
temperaturas, pode ser devida ao facto de os girinos na temperatura mais elevada (23°C) terem
apresentado um desenvolvimento mais rapido, tornando-se assim ligeiramente menos sensiveis ao cobre e,
deste modo, diminuindo os efeitos da exposi¢cdo quando comparados com 0s girinos expostos a 20°C. Esta
menor sensibilidade ao metal pode dever-se ao racio superficie/volume ser menor nos girinos maiores,
fazendo com que a absor¢@o do cobre através da pele seja proporcionalmente menor, ou podera ser
também devido a estes possivelmente terem atingindo o estadio de Gosner 25 mais rapidamente durante o
ensaio e este estadio ser mais resistente (e.g. branquias externas desaparecem ficando ocultadas pelo
desenvolvimento do opérculo). Contudo, a determinacdo do estadio de Gosner s6 foi verificado no final, ou
seja apés 96h.

Quando avaliado o efeito do cobre individualmente, foram observadas diferencas significativas no
comprimento corporal nos individuos em todas as concentragdes de cobre testadas nas duas temperaturas.
Estes resultados estdo de acordo com Lefcort et al. (1998) e Haywood et al. (2004), os quais referem que o
atraso do crescimento é um efeito comum, devido a exposi¢cdo a metais, pois 0s organismos gastam mais
energia nos mecanismos de desintoxicacdo (Rowe et al., 1998) ficando com menos reservas para 0
crescimento e atingindo por isso tamanhos inferiores. Também Haywood et al. (2004) e Garcia-Mundz et al.
(2010) verificaram reducdes significativas no crescimento de girinos de Xenopus laevis em concentracfes
baixas de cobre. Igualmente, Redick e La Point (2004) detectaram diferencas significativas no comprimento,
em comparacdo com o0s controlos, em girinos de Lithobates pipiens expostos durante sete dias a
concentracdes de cobre superiores a 0,071 mg L. Os organismos passaram posteriormente por uma fase
de recuperacao (auséncia de contaminante) e apés 8 e 15 dias de recuperacdo 0s organismos continuavam

significativamente mais pequenos que os do controlo.

Ndo se observou interacgdo entre temperatura e concentracées de cobre, ou seja, a temperatura ndo

influenciou de forma significativa a toxicidade de cobre, contrariamente ao verificado em outros estudos ja
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realizados (Lemus e Chung, 1999), os quais pressupfem que a temperatura afecta a toxicidade dos metais
de forma diferente consoante as concentracdes do metal em causa. Porém, a falta de interaccdo entre a
temperatura e o cobre pode ser devido as temperaturas escolhidas nao serem suficientemente elevadas ou
baixas para exercerem algum efeito na toxicidade do cobre. Neste caso, a auséncia de interaccao entre a
temperatura e a concentragdo do metal indica que ndo ocorreu nenhuma alteracéo fisioldgica, promovida
pela temperatura, que tenha influenciado positiva ou negativamente a sensibilidade dos organismos ao Cu.
Contudo, verificou-se que o aumento da temperatura de 20°C para 23°C favoreceu o crescimento dos
individuos. Assim, a temperatura pode ter promovido de forma indirecta uma maior tolerdncia aos metais.
Isto pode ter acontecido devido ao facto de as temperaturas escolhidas (20 e 23°C) estarem inseridas no

intervalo de tolerancia térmico destes organismos, isto €, os individuos toleram uma certa gama de

temperaturas sem que estas sejam factores adicionais de stress.

A contaminacdo por metais pode originar uma reducéo no crescimento, tal como verificado neste estudo, o
gue pode comprometer a populacéo de girinos. Isto porque, girinos de tamanho inferior apresentam menor
capacidade de competicdo por recursos, bem como maior vulnerabilidade a predadores pois possuem
menor velocidade de locomocgéo (Semlitsch e Gibbons, 1988). Segundo Snodgrass et al. (2004), o
desenvolvimento ocorre por periodos mais longos até atingirem a metamorfose, o que podera comprometer
a sobrevivéncia dos organismos (por exemplo, em lagos temporarios podem vir a sofrer de dissecacgéo se
ndo metamorfosearem rapidamente). O sucesso da metamorfose, segundo Snodgrass et al. (2004),
determina directamente o nimero de larvas que sdo recrutadas do meio aquatico para o terrestre e, por
isso, 0 nimero de individuos que poderdo contribuir para a reprodugcédo e consequente perpetuagdo da

espécie.

Chen et al. (2007), também verificou com girinos de L. pipiens (expostos desde o estadgio Gosner 19 até ao
25) que a taxa de crescimento diminuia significativamente ao longo de um gradiente de concentra¢cBes de
cobre (25 e 100 ug L'l). Verificou também que a exposicao ao cobre alterava a capacidade natatéria dos
individuos apesar de ndo apresentarem anomalias morfoldgicas visiveis, fazendo pressupor que o metal
pode ser responsavel por efeitos adversos em funcdes neuro-musculares. A capacidade de natacao
permite-lhes escapar aos predadores pelo que, individuos em que esta capacidade tenha sido afectada,

podem ser capturados com mais facilidade (Raimondo et al., 1998).

Noutro trabalho de Lefcort et al. (1998), girinos de Rana luteiventris foram expostos a zinco e a chumbo, e
0s autores verificaram que em concentragcbes médias dos dois metais 0s girinos ndo apresentavam os
comportamentos anti-predatorios normais, ou seja, nao reagiam a presenca dos predadores como 0s girinos

dos grupos controlo, que imediatamente procuravam um ref(igio e reduziam os seus niveis de actividade.

Outro efeito foi também observado no final deste estudo, nomeadamente a ocorréncia de anomalias na
cauda. Num estudo desenvolvido por Chen et al. (2007) foram também registadas anomalias para
concentracdes de 100 pg Cu L™, no entanto, estas foram apenas observadas em tratamentos com cobre
nos estadios mais jovens (estadio 25) e ndo em girinos em estadios mais avancados (25-42), indicando que
os girinos de L. pipiens em estadios anteriores ao estadio 25 sdo mais susceptiveis a efeitos teratogénicos,
ou seja, malformacdes. Haywood et al. (2004) verificou ainda que a severidade e frequéncia das anomalias
se acentuava com o aumento das concentra¢des. As malforma¢des mais ébvias eram curvaturas espinais e

sobretudo edemas. Contudo, 0 mecanismo pelo qual as anomalias ocorrem ainda € vagamente conhecido.
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D CONCLUSAO

A exposicéo ao cobre afectou a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos girinos de P.perezi tendo provocado
mortalidade dos individuos expostos as concentracdes mais elevadas. Foram também observados efeitos
sub-letais, como a ocorréncia de malformacdes e reducdo do tamanho corporal. Todos estes efeitos séo
importantes pois podem ser responsaveis pela diminui¢cdo da capacidade de sobrevivéncia dos individuos e

portanto afectar a populacgéo.

Quando se avalia a toxicidade de metais, e neste caso em particular do cobre, é importante também avaliar
o efeito da temperatura, pois esta altera diversos mecanismos fisiolégicos dos organismos e mecanismos
bioquimicos na circulagéo, biotransformacdo ou no aprisionamento dos téxicos, embora no nosso estudo a

temperatura ndo tenha afectado a toxicidade do cobre de forma directa.

Contudo, a temperatura mais elevada testada parece ter favorecido o crescimento dos girinos e portanto
podemos concluir que a temperatura € um factor importante e que pode ter implicagdes na sobrevivéncia

das populagfes de anfibios.

D PERSPECTIVAS FUTURAS

A avaliacdo dos efeitos letais produzidos pela exposi¢cdo a metais ndo deve ser considerada como resposta
biolégica Unica. Ensaios de toxicidade sub-letais também deverdo ser efectuados, para avaliar impactos
ecoldgicos mais relevantes. Estudos de bioacumulacdo de metais, avaliagdo de efeitos histopatoldgicos e
morfologicos, ou quantificacdo de biomarcadores moleculares poderdo ser incluidos em trabalhos
posteriores. A influéncia que outros factores abidticos (e.g. pH, radiagbes UVs) poderao ter na toxicidade de
varios metais devera ser investigada, uma vez que a nivel ecoldgico é importante conhecer quais os efeitos
da combinacdo entre os possiveis factores de perturbagcdo para as populagbes de anfibios, sendo estes
derivados das alteracdes climaticas ou da contaminacdo ambiental. Neste assunto sera importante avaliar
até que ponto um aumento da temperatura superior ao testado neste trabalho podera continuar a favorecer
um desenvolvimento mais rdpido dos girinos ou passar a constituir um factor de perturbacdo adicional.
Como os anfibios sdo organismos chave na cadeia tréfica, seria também importante perceber como podem

ser receptores e transmissores de contaminantes para 0s outros niveis tréficos.
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