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Resumo 

 
 
 

LANSINI, Luize Real. Testando um método para a obtenção da temperatura 
crítica máxima em peixes, e sua aplicação a avaliação do efeito do herbicida 
Roundup Transorb® na tolerância térmica de Phalloceros caudimaculatus 
(Cyprinodontiformes: Poeciliidae). 2015. 42f. Trabalho de Conclusão de Curso – 
Graduação em Ciências Biológicas, Instituto de Biologia, Universidade Federal de 
Pelotas, 2015. 
 
 
 As previsões acerca do aquecimento global vêm tornando relevantes os 
estudos sobre o limite térmico de organismos, bem como fatores endógenos e 
exógenos podem alterá-lo. Uma das ferramentas para avaliar a tolerância térmica 
das espécies é a Temperatura Crítica Máxima (CTMax). O cálculo desta depende de 
um método padronizado para que se tenha clareza na interpretação dos dados. O 
primeiro objetivo deste estudo foi desenvolver um método padronizado para 
determinação da CTMax, através de testes de confiabilidade e reprodutibilidade, sob 
diferentes taxas de aquecimento. Foram realizados ensaios utilizando intensidades 
de aquecimento de 80, 120 e 180w. Foram testadas diferenças nas taxas de 
aquecimento (ºC/min) dentre as repetições, bem como a estratificação térmica 
dentro da unidade experimental (teste de confiabilidade) e a consistência das taxas 
encontradas entre cada ensaio (testes de reprodutibilidade). Foram obtidas três 
taxas de aquecimento significativamente diferentes: 0,3±0,08, 0,50±0,09 e 
0,74±0,16ºC/min, para ensaios com potenciais totais de 80, 120 e 180w, 
respectivamente. Não foi observada estratificação térmica em nenhuma unidade 
experimental. As taxas médias de aquecimento foram constantes durante cada 
ensaio, de cada potência térmica. A partir do método desenvolvido, como segundo 
objetivo, foi realizar a avaliação do efeito de diferentes concentrações do herbicida 
Roundup Transorb® na tolerância térmica de fêmeas de Phalloceros caudimaculatus. 
Os espécimes foram coletados em uma várzea do Canal São Gonçalo (Pelotas/RS) 
e aclimatados por uma semana à temperatura ambiente (laboratorial). Um total de 
28 fêmeas foram individualizadas em unidades experimentais com grupo controle e 
grupos de exposição por 96h à Roundup Transorb® (1 e 5mg/L). Nas mesmas 
unidades experimentais posteriormente foram realizadas a obtenção das CTMax. A 
CTMax média (±EP) obtida pelo grupo controle foi de 36,43±1,26ºC e o grupo de 
1mg/L foi 37,26±1,45ºC, sem diferirem estatísticamente. Os dados do grupo de 
5mg/L foram desconsiderados devido à alta mortalidade. A despeito da significância 
probabilística, valor modal em si, da diferença de entre a CTMax dos dois grupos 
(0,8ºC), sugere que um aumento do esforço amostral deverá confirmar a tendência 
de aumento na tolerância termal do grupo exposto ao herbicida.  
 
 
Palavras-chave: biologia termal; ecotoxicidade; glifosato; ctmax; barrigudinho; 
guppy;  
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Abstract 

 

LANSINI, Luize Real. Methodology test to fish critical thermal maximum 

determination, and their application to Roundup Transorb® effect on thermal 

tolrance of Phalloceros caudimaculatus (Cyprinodontiformes: Poeciliidae). 

2015. 42f. Trabalho de Conclusão de Curso – Graduação em Ciências Biológicas, 

Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, 2015. 

 

The predictions concerning global warming have been raised the number of 

studies about thermal limits of animals, as well as how endogenous and exogenous 

factors can change it. One of the tools to evaluate the thermal tolerance of the 

species is the Critical Thermal Maximum (CTMax). The CTmax estimation depends 

on a standardized method in order to have perspicuity in the data interpretation. The 

first aim of this study was to develop a standardized method for determining the 

CTMax, through reliability and reproducibility tests under different heating rates. 

Assays were performed using aquarium heaters of 80, 120 and 180w. Differences 

were tested at heating rates (°C/min) between the repetitions, and the thermal 

stratification within the experimental units (reliability test) and rates between test 

replicated in time (reproducibility tests). Three significantly different heating rates 

were obtained: 0.3 ± 0.08, 0.50 ± 0.09 and 0.74 ± 0,16ºC / min, for trials with total 

capacities of 80, 120 and 180w, respectively. No thermal stratification was observed. 

The mean heating rates were constant during each test of each heater potency. After 

method validation, it was proceed the evaluation of the effect of different 

concentrations of herbicide Roundup Transorb® on thermal tolerance of guppy 

Phalloceros caudimaculatus, as a second aim. The specimens were collected in a 

floodplain of the Channel San Gonzalo (Pelotas / RS) and acclimated for a week at 

room temperature (laboratory). A total of 28 females were isolated in experimental 

units, constituting a control and treatment groups exposed to Roundup Transorb® (1 

and 5 mg/L) for 96h. After, in the same experimental units were determined the 

CTMax value. The mean CTMax  (± SE) obtained by the control group was 36.43 ± 

1.26ºC, while in the 1 mg/L group reached 37.26 ± 1,45ºC without differ statistically. 

Data from 5mg/L group were not considered here due to the high mortality. Despite 

the insufficient probabilistic significance between CTMax of two groups, the modal 

value difference (=0,8ºC) suggests that an increased sampling effort should confirm 

the upward trend in the thermal tolerance of the exposed group to the herbicide. 

 

Keywords: thermal biology; ecotoxicology; glyphosate; ctmax; barrigudinho; guppy 
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1 Introdução  

A temperatura é um fator de extrema importância para a manutenção dos 

diversos níveis da vida, influenciando desde reações bioquímicas até a estruturação 

de comunidades (HILLMAN, 1969; SHEN, 1988; MIRANDA, 2013; CHOUDRI, 2013; 

BOWDEN, 2014). Frente a isso, a comunidade científica vem demonstrando grande 

preocupação acerca dos desafios que o processo de aquecimento global irá impor 

aos sistemas biológicos. As previsões mais recentes realizadas pelo 

Intergovernamental Panel on Climate Change (IPCC) demonstram que, se o efeito 

estufa continuar constante, haverá um aumento da temperatura de 0,1-0,2°C por 

década (MANCIOCCO, 2014). A forma como as populações animais e vegetais irão 

lidar com esse aquecimento são desconhecidas, mas processos de extinção são 

esperados (TERBLANCHE, 2011). Dentro deste contexto, existe grande interesse 

em entender os mecanismos que determinam os limites térmicos das espécies e os 

fatores que podem alterá-los (REZENDE, 2011). 

A tolerância térmica é uma característica plástica que pode ser influenciada 

por diversos fatores (REZENDE, 2011). Entre as ferramentas existentes para se 

determinar o limite térmico das espécies, a Temperatura Crítica Máxima (CTMax) é 

uma das mais utilizados. Este método foi introduzido por Cowles e Bogert em 1944, 

e que Becker (1979) define como sendo um aumento gradual da temperatura de 

aclimatação até se atingir uma resposta de desordem física (endpoint) que antecede 

a morte. Dessa forma, determina o limite entre a tolerância e resistência do indivíduo 

(LUTTERSCHMIDT, 1997). No entanto, o uso errôneo da técnica pode influenciar 

nos resultados finais (REZENDE, 2011; LUTTERSCHMIDT, 1997). Algumas 
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variáveis podem ser fatores de confusão na interpretação final do resultado obtido. 

São exemplos: o tamanho dos indivíduos (CHOW, 2009; RECSETAR, 2012), os 

indicadores do endpoint (LUTTERSCHMIDT, 1997, LIGHTON, 2004) e a intensidade 

das taxas de aquecimento as quais os animais são expostos (LUTTERSCHMIDT, 

1997; MORA, 2006). 

O aumento da temperatura do globo pode gerar outras problemáticas além do 

aquecimento per se. Temperaturas elevadas podem atuar potencializando a 

toxicidade de poluentes ambientais (FICKE, 2007; GORDON, 2002). Dentre os 

agrotóxicos, o herbicida Roundup é um dos mais utilizados mundialmente. Sua 

aplicação é feita com o intuito de controlar a presença de plantas indesejáveis (COX, 

1998). Este herbicida atua na inibição de uma enzima presente em todos os vegetais 

(WOODBURN, 2000; HELANDER,2012). Estudos já comprovaram que o Roundup 

provoca efeitos danosos ao entrar em contato com organismos não alvo. Entre 

essas ações deletérias podem ser citadas a desregulação endócrina (ROMANO, 

2000), aumento do estresse oxidativo (CAVALCANTE, 2008) e efeitos na 

reprodução (ZEBRAL, 2014). Além do mais, a repercussão deste herbicida pode ser 

vista até mesmo em nível ecológico, reduzindo a riqueza de espécies (RELYEA, 

2005). No que tange a relação entre a exposição a tóxicos e o aumento de 

temperatura, já foi evidenciado em peixes a diminuição da CTMax (LYDY, 1988). 

 Os seres ectotérmicos, como peixes, estão entre os principais alvos para se 

testar limites térmicos, por representarem a ampla maioria de espécies e também 

por possuírem funções, tanto comportamentais como fisiológicas, termicamente 

dependentes (RIBEIRO, 2012). Phalloceros caudimaculatus (Hensel, 1868) tem a 

sua distribuição limitada pelo leste, sudeste e sul da costa brasileira, sendo também 

registrada no Uruguay e Argentina (LUCINDA, 2008). A espécie apresenta 

reprodução vivípara, o embrião se desenvolve dentro do corpo da mãe, e possui 

hábito alimentar onívoro (WOLF, 2007).  

 Tendo em vista as projeções de aquecimento global e as evidências 

apontando para ações de poluentes sobre a tolerância térmica das espécies, 

trabalhos que relacionem esses fatores estressantes se fazem necessários. 

Entretanto, estudos que demonstrem efeitos do Roundup sobre o desempenho 

térmico de animais são escassos. Frente a isso, o objetivo deste estudo foi averiguar 

a influência deste herbicida sobre a tolerância térmica de fêmeas de P. 

12 
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caudimaculatus, utilizando como ferramenta a obtenção da CTMax, a partir de um 

método confiável.  

A hipótese levantada é que a tolerância termal dos indivíduos expostos ao 

Roundup será alterada em relação a dos animais que não serão expostos.  

 

1.1 Objetivos 

 

1.1.1 Objetivo geral 

Avaliar a tolerância térmica de fêmeas de P. caudimaculatus após exposição 

ao glifosato, na formulação Roundup Transorb®, baseado em um método que será 

desenvolvido e testado para a obtenção da CTMax.  

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 Desenvolver um método que possibilite expor animais a diferentes taxas 

constantes de aquecimento; 

 Analisar a confiabilidade do método desenvolvido, a partir da avaliação da 

ausência de estratificação térmica na unidade experimental durante o 

aquecimento dos animais; 

 Testar a reprodutibilidade do método proposto (consistência das taxas médias 

de aquecimento obtidas); 

 Obter a CTMax de fêmeas de P. caudimaculatus após exposição ao glifosato, 

na formulação Roundup Transorb®, baseando-se no método que será 

desenvolvido de acordo com os objetivos descritos acima. 
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2 Revisão de literatura 

 

2.1 Aquecimento global e biologia termal 

 

 A temperatura é uma das condições essenciais para a conservação de 

diversos processos biológicos, estando diretamente ligada a reações bioquímicas ou 

até mesmo na estruturação de populações e comunidades (HILLMAN, 1969; SHEN, 

1988; MIRANDA, 2013; CHOUDRI, 2013; BOWDEN, 2014). Manciocco (2014) relata 

que a partir de previsões realizadas com a continuidade do efeito estufa, são 

esperados, por década, um aumento de 0,1-0,2ºC na temperatura global.  

Tanto o desempenho individual quanto populações de espécies podem ser 

afetados por eventos climáticos (TERBLANCHE, 2011). A partir disto, estudos que 

relacionem a influência de fatores endógenos e exógenos possam ter sobre o limite 

térmico das espécies vem possuindo destaque no meio científico (MANIOCCO, 

2014). Mesmo esses estudos estejam ganhando relevância, Maniocco (2014) 

ressalta a importância de mais trabalhos que relacionem o impacto de fatores 

exógenos e a interação com a elevação da temperatura. 

 

2.2 Temperatura crítica máxima (CTMax) 

 

 A obtenção da CTMax é uma das ferramentas utilizada para o estudo da 

tolerância térmica das espécies (LUTTERSCHMIDT, 1997). Cowles e Bogert em 

1944 introduziram esta técnica e é definido por Becker (1979) como sendo um 
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aumento gradual da temperatura de aclimatação até se atingir uma resposta de 

desordem física (endpoint), determinando então o limite entre a tolerância e a 

resistência do indivíduo (LUTTERSCHMIDT, 1997). Entre os métodos que existem 

para se estudar a tolerância térmica das espécies, está a Temperatura Crítica 

Máxima (CTMax), um método que foi introduzido por Cowles e Borget em 1944 

(LUTTERSCHMIDT, 1997), e que Becker (1979) define como sendo um aumento 

gradual da temperatura de aclimatação até se atingir uma resposta de desordem 

física (endpoint). Ou seja, determina o limite entre a tolerância e resistência do 

indivíduo (LUTTERSCHMIDT, 1997).  

No entanto o uso errôneo da técnica pode influenciar nos resultados finais 

(REZENDE, 2011; LUTTERSCHMIDT, 1997). Algumas variáveis podem gerar 

confusão na interpretação final da CTMax como o tamanho dos indivíduos (CHOWN, 

2009; RECSETAR, 2012), indicadores utilizados como endpoints 

(LUTTERSCHMIDT, 1997; LIGHTON, 2004) e a intensidade das taxas de 

aquecimento (LUTTERSCHMIDT, 1997; MORA, 2006).  

Além de diversos fatores que podem alterar a tolerância térmica do indivíduo 

como, por exemplo, histórico termal (NYAMUKONDIWA, 2010), aclimatação 

(KUMLU, 2010) e aclimatização (KIVIVOURI, 1990), Lydy (1988), observou a 

diminuição da CTMax de duas espécies de peixes expostas à concentrações sub-

letais de cobre. Patra (2007) expôs quatro espécies de peixes à três tipos de 

químicos orgânicos, onde observou a diminuição da CTMax em dois deles. Becker 

em 1980 demonstrou a partir da CTMax, que a tolerância térmica de peixes 

expostos a concentrações subletais de níquel era diminuída. 

 

2.3 Roundup 

 

 O Roundup é um dos herbicidas mais utilizados mundialmente e é usado para 

controlar plantas indesejáveis (COX, 1998). Inibe uma enzima comum a todos os 

vegetais, a partir da sua ação pós-ermegente e não seletiva (WOODBURN, 2000; 

HELANDER,2012).  Em sua formulação possui como principio ativo o glifosato 

(AMARANTE JUNIOR, 2002) e de acordo com a revisão de Annet (2014) este 

possui ação danosa em diversos taxa e ao meio ambiente. O glifosato já foi 

comprovado ser um desregulador endócrino, devido a sua ação sobre a 

esteredoigenese: transporte do colesterol para dentro e fora da mitocôndria e na 

15 



17 
 

atividade enzimática na transformação do colesterol em pregnenolona (ROMANO, 

2009; WALSH, 2000). Efeitos teratogênicos também já foram associados ao 

glifosato (PAGANELLI et al., 2010). 

 Além do glifosato, o Roundup ainda possui adjuvantes em sua formulação, 

que já demonstraram acarretar o aumento do estresse oxidativo em modelos 

biológicos não-alvo (LIOI, 1998; CAVALCANTE, 2008; COSTA, 2008; LUSHCHAK, 

2009). O aumento do estresse oxidativo se relaciona com a diminuição de enzimas 

antioxidantes causadas pelo efeito do Roundup (MODESTO; MARTINEZ, 2010). A 

diminuição dessas enzimas pode potencializar os danos por espécies reativas de 

oxigênio tendo repercussões sistêmicas diversas (SABELGO et al., 2010; 

MODESTO;MARTINEZ, 2010; MENEZES, 2011; KREUTZ, et al, 2011; BRAZ-

MOTA, 2015). 

 De acordo com a legislação brasileira existem duas regulamentações para a 

concentração máxima de glifosato encontrado em águas para consumo humano e 

de proteção de comunidades aquáticas: a primeira sendo do Ministério da Saúde, 

onde o valor máximo permitido é de 0,5mg/L (portaria MS n.º 518/2004, Capítulo IV 

– do padrão de portabilidade; Art. 14º - Portabilidade da água), e a segunda, a 

Resolução 357/05, do CONOMA, onde a concentração máxima estabelecida é de 

0,065mg/L. Mattos et al. (2002) registrou a presença de concentrações médias de 

0,14±2,3mg/L de glifosato em amostras de água coletadas em áreas de orizicultura 

localizado no sudeste do Rio Grande do Sul. Outros trabalhos também encontraram 

concentrações de glifosato, maiores que permitida pelo CONAMA, em amostras de 

água do Arroio Passo do Pilão (RS) e da represa Taquaraçu (SP), onde foram 

encontradas concentrações de 0,10 e 0,18mg/L, respectivamente (SILVA, 

PERALBA;MATTOS 2003; GARCIA, ROLLEMBERG, 2007).  De acordo com a 

revisão de Annet et al (2014) países como Canadá, França, África do Sul e Estados 

Unidos já relataram a presença de glifosato em diversos sistemas aquáticos, em 

concentrações que variaram de <0,01µg/L à 1,95mg/L.  

 

2.4 Phalloceros caudimaculatus 

 

Phalloceros caudimaculatus tem sua localização na costa brasileira em 

estados como Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Espírito Santo e Bahia (ARAÚJO, 

2009). Na Austrália é considerada uma espécie invasora (ROWLEY, 2005). 
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Apresenta dimorfismo sexual, onde a fêmea é maior e o macho tem a presença de 

uma estrutura para transferência de esperma, chamada de gonopódio (BISAZZA, 

1997; WOLFF, 2007). São onívoros, porém quando encontrados em alta estocagem 

ou devido a má alimentação, podem apresentar comportamento de canibalismo 

(GOMIERO;BRAGA, 2004). Estudos realizados em diferentes localidades 

encontraram tendências à herbívora (SABINO;CASTRO, 1990) e insetivoria 

(CASTRO;CASSATI, 1997). P. caudimaculatus apresenta atividade diurna e 

preferência por águas rasas e calmas (SABINO CASTRO, 1990). Como diagnóstico 

da espécie dentre as espécies semelhantes de Poeciliidae, possui uma mancha 

elíptica preta na porção mediana da região do flanco (LUCINDA, 2008). 
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3 Materiais e Métodos 

 

3.1 Desenvolvimento metodológico 

  

3.1.1 Taxas de aquecimento 

 

 Para a obtenção das taxas de aquecimento, foram realizados testes utilizando 

aquecedores com diferentes wattagens (60, 80 e 100w). Diferentes intensidades de 

aquecimento foram obtidas por combinações distintas de aquecedores. A potência 

total para cada um dos ensaios foi de 80w (um aquecedor de 80w), 120w (dois 

aquecedores de 60w) e 180w (um aquecedor de 80w e outro de 100w). Cada teste 

foi realizado em triplicata (ensaio I, II e III).  

 Os ensaios foram realizados do seguinte modo: potes de plástico com o 

volume total de 4L foram repletos com cerca de 3,3L de água. Os sensores de três 

termômetros digitais foram ajustados, fixados e posicionados em diferentes 

profundidades da unidade experimental – topo, meio e fundo do pote. Em cada 

ensaio, os aquecedores foram colocados na posição oposta aos sensores dos 

termômetros. Um aerador foi posicionado no fundo do pote, entre os sensores e os 

aquecedores, para homogeneização do calor na água. A temperatura apresentada 

em cada termômetro era anotada a cada minuto, a fim de obter-se a taxa de 

aquecimento média por minuto. O ensaio tinha início com a água a 20ºC e era 

finalizado ao atingir 40ºC.  
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3.1.2 Confiabilidade e reprodutibilidade 

  

 O teste de confiabilidade baseou-se na avaliação da presença de 

estratificação térmica dentro da unidade experimental em cada ensaio, e foi 

realizada concomitantemente com a obtenção das taxas de aquecimento (item 

3.1.1). Para esta análise, foram comparadas as taxas de aquecimento dos três 

termômetros ajustados, fixados e dispostos nas profundidades diferentes – topo, 

meio e fundo do pote. O aerador, além de fornecer oxigênio à água, foi utilizado para 

auxiliar na circulação e, assim, minimizar as chances de estratificação térmica. A 

reprodutibilidade consistiu na comparação da consistência das taxas médias de 

aquecimento por ensaio, dentro de cada potência. Ou seja, neste teste era 

considerada apenas uma taxa média geral de aquecimento (soma das taxas de 

aquecimento dos três termômetros). Isto é, o teste de confiabilidade se deu pela 

comparação das três taxas médias de aquecimento obtidas por cada um dos três 

termômetros dentro de cada unidade experimental isolada, já o teste de 

reprodutibilidade se deu pela comparação da média geral da taxa de aquecimento 

entre os diferentes ensaios, para cada uma das potências de aquecimento 

utilizadas.  

 

3.2 Efeito do Roundup na tolerância térmica 

 

3.2.1 Animais experimentais: coleta e aclimatação em laboratório 

 

 Os indivíduos de P. caudimaculatus utilizados no experimento são 

provenientes de uma área úmida da várzea do canal São Gonçalo (31°46'04.8"S 

52°18'43.3"W) no município de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil.  

A coleta foi feita por rede de arrasto e puçá (60x60cm - 5mm entre nós). Os 

animais coletados eram acondicionados em um balde para transferência até o 

Laboratório de Fisiologia Aplicada a Aquicultura da Universidade Federal de Pelotas. 

Os indivíduos foram mantidos no balde de transferência com aeração até que a 

temperatura da água alcançasse a mesma registrada no aquário, com o intuito de 

evitar  choque térmico prévio. A aclimatação foi de aproximadamente uma semana.  
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Os indivíduos permaneceram em aquário com 26L, fotoperíodo 14L:10E e à 

temperatura ambiente (laboratorial). Variáveis como o pH e amônia foram 

mensuradas diariamente. A qualidade da água foi mantida através de renovações 

semanais de 50% do meio. Os indivíduos foram alimentados diariamente com ração 

comercial para peixes (Ovo.vit® Tropical) e/ou zooplâncton nativo.  

 

3.2.2 Exposições 

 

 Foram utilizados três grupos, sendo que dois deles foram expostos ao 

Roundup Transorb®. As exposições ao herbicida foram feitas a duas concentrações 

nominais: 1mg/L e 5mg/L (em referência ao equivalente ácido de glifosato na 

formulação Roundup Transorb®). O terceiro grupo foi o controle, que não passou por 

exposição. Para o experimento foram utilizadas somente fêmeas de P. 

caudimaculatus, prenhas ou não, que foram divididas entre os três grupos. Cada 

grupo recebeu um n=12 fêmeas, com exceção do grupo de 5mg/L, que recebeu n=6, 

contabilizando 30 fêmeas no total.  

 Os indivíduos foram expostos em unidades experimentais com volume de 6L 

preenchidos com 4,5L de água (contaminada com o herbicida ou não) com presença 

de aeração. Cada pote recebeu um indivíduo. A exposição durou 96h e, logo após, 

foi realizada a obtenção da CTMax de cada fêmea. Variáveis como a temperatura, 

amônia e pH da água de cada unidade experimental foram mensurados diariamente 

durante o experimento. Não ouve renovação do meio, nem as fêmeas foram 

alimentadas durante o experimento. Ainda, a mortalidade também foi avaliada 

durante o período de exposição. 

 

3.2.3 Obtenção da CTMax 

 

 A obtenção da CTMax se deu de forma semelhante ao método utilizado nos 

ensaios descrito no item 3.1.1, com alteração no volume total da unidade 

experimental, na quantidade de água contida nela e no número de sensores por fins 

de praticidade de exposição dos animais. A potência utilizada nestes ensaios foi 

escolhida a partir dos resultados do teste realizado também no item 3.1.1. Os 

experimentos foram replicados no tempo, ou seja, todo o desenho experimental foi 

refeito três vezes em dias distintos, espaçados em geral por uma semana. Para os 
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dois primeiros experimentos, cada grupo foi feito em triplicada (n=3 peixes, n 

total=9), já o último experimento foi feito apenas com dois grupos (controle e 1mg/L) 

e foi realizado com seis réplicas (n=6 peixes, n total=12).  

 Passadas 96h de exposição, aquecedores foram posicionados dentro de cada 

unidade experimental, juntamente com o sensor de um termômetro digital, 

previamente ajustado. A temperatura apresentada pelo termômetro era anotada a 

cada 1min, até que fosse obtida a CTMax, individualmente. Os indivíduos foram 

observados até apresentarem o endpoint determinado. O endpoint utilizado foi a 

perda total do equilíbrio.  Ao sinal do observador – o mesmo durante todos os 

experimentos realizados – a temperatura que estava marcada no termômetro era 

anotada e determinada como a CTMax. Imediatamente após apresentar a desordem 

física, o animal era colocado individualmente em um pote contendo água a 

temperatura ambiente para a sua recuperação. Após apresentada uma melhora no 

estado de cada indivíduo, foi realizada biometria, onde foram mensurados o 

comprimento total (cm) e o peso (g). A CTMax de cada indivíduo só foi validada 

após 72h de recuperação, sem distúrbios aparentes nem mortalidade.  

 No caso de fêmeas que foram expostas grávidas e pariram durante a 

exposição, foi realizada a retirada dos juvenis da unidade experimental, e seguiu-se 

o ensaio. Após o intervalo de 72h, os indivíduos utilizados em cada experimento 

eram eutanasiados, ou seja, os animais não foram utilizados mais de uma vez. 

 

3.3 Análise estatística 

 

 Todos os resultados serão expressos como média±desvio padrão. As 

comparações entre três ou mais médias foram feitas com ANOVA de uma via, já as 

comparações feitas com duas médias foram feitas com Teste T. Por serem análises 

lineares, exigem que certos pressupostos sejam atendidos, são eles: distribuição 

normal dos resíduos, homogeneidade das variâncias e independência das 

observações. Tais pressupostos foram avaliados com os seguintes testes, 

respectivamente: Kolmogorov-Smirnov, Cochran e Durbin-Watson. Para os testes de 

ANOVA, quando necessário, foram feitos testes post-hoc de Tukey. Os dados que 

não atendiam aos pressupostos apresentados eram submetidos a transformação 

matemática por extração de seu logaritmo neperiano ou arcoseno de sua raiz 

quadrada. Quando, mesmo a partir de transformação matemática, os dados não 
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atendiam ao pressuposto de homogeneidade da variância, foi aplicado o teste de 

Kruskal-Wallis. Em todos os casos, as diferenças entre níveis foram consideradas 

significativas quando p<0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

22 



24 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 Resultados 

 

4.1 Avaliação metodológica 

 

4.1.1 Taxas de aquecimento 

 

 O primeiro dos objetivos era a obtenção de distintas taxas de aquecimento, a 

partir de aquecedores com diferentes potências. Com base nos ensaios realizados, 

foram obtidas três taxas médias de aquecimento: 0,30±0,08, 0,50±0,09 e 

0,74±0,16ºC/min para o ensaio com potência total de 80, 120 e 180w, 

respectivamente (Figura 1). 

  

 

 

A 

B 

Figura 1 - Taxas de aquecimento com aquecedores de diferentes potências. Média ± erro 

padrão. Letras distintas demonstram diferença significativa entre as médias (ANOVA, Tukey; α 

= 5%;n=3). 

C 
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4.1.2 Confiabilidade e reprodutibilidade 

 

 Os testes de confiabilidade e reprodutibilidade foram analisados com os 

mesmos dados adquiridos no teste anterior. Os dados referentes à análise de 

confiabilidade são apresentados na tabela 1. Não foram observadas diferenças 

significativas nas temperaturas entre os termômetros. 

 

Tabela 1 - Análise de confiabilidade em testes de estratificação térmica de unidades experimentais. 
Os dados são apresentados em forma de média±desvio padrão. Não foram observadas diferenças 
estatísticas (Kruskal-Wallis; α = 5%). 

Potência (w) Ensaio Termômetro 
Taxa média de 

aquecimento (ºC/min) 

80 Ensaio I Topo 0,30±0,08 
  Meio 0,31±0,09 
  Fundo 0,30±0,08 
 Ensaio II Topo 0,30±0,08 
  Meio 0,31±0,09 
  Fundo 0,30±0,08 
 Ensaio III Topo 0,28±0,06 
  Meio 0,28±0,07 
  Fundo 0,28±0,06 

120 Ensaio I Topo 0,49±0,10 
  Meio 0,50±0,11 
  Fundo 0,50±0,10 
 Ensaio II Topo 0,49±0,09 
  Meio 0,49±0,05 
  Fundo 0,49±0,06 
 Ensaio III Topo 0,48±0,05 
  Meio 0,50±0,11 
  Fundo 0,48±0,08 

180 Ensaio I Topo 0,72±0,16 
  Meio 0,73±0,16 
  Fundo 0,74±0,14 
 Ensaio II Topo 0,75±0,16 
  Meio 0,74±0,20 
  Fundo 0,76±0,14 
 Ensaio III Topo 0,71±0,21 
  Meio 0,75±0,21 
  Fundo 0,74±0,14 

 

  O teste de reprodutibilidade foi feito pela comparação das taxas médias de 

aquecimento dos ensaios. Na tabela 2, são apresentados os dados referentes a esta 

análise. A consistência das taxas médias de aquecimento entre cada ensaio não 

apresentou diferença significativa para nenhuma potência testada. 
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Tabela 2 – Análise do teste de reprodutibilidade entre as unidades experimentais. Os dados são 
apresentados em forma de média±desvio padrão. Não foram observadas diferenças estatísticas 
(Kruskal-Wallis; α = 5%). 

Potência (w) Ensaio 
Taxa média de aquecimento 

(ºC/min) 

80 Ensaio I 0,30±0,09 
 Ensaio II 0,30±0,09 
 Ensaio III 0,28±0,06 

120 Ensaio I 0,49±0,10 
 Ensaio II 0,50±0,09 
 Ensaio III 0,50±0,11 

180 Ensaio I 0,73±0,15 
 Ensaio II 0,75±0,17 
 Ensaio III 0,73±0,19 

 

 

4.2 Efeito do Roundup na tolerância térmica 

 

4.2.1 Parâmetros físico-químicos da água 

 

 A Tabela 3 apresenta os parâmetros de qualidade da água, em forma de 

média e desvio padrão, não tendo sido observada diferença estatística entre os 

grupos de teste (Teste t; α = 5%). 

 
Tabela 3 - Parâmetros físico-químicas da água durante a exposição de Phalloceros caudimaculatus  

ao Roundup Transorb® por 96h. Os dados são apresentados em forma de média ± desvio padrão. 

Grupo Temperatura (ºC) Amônia (ppm) pH 

Controle 19,5±1,7 0±0 7,5±0,0 
1mg/L 19,5±1,7 0±0 7,5±0,0 
5mg/L 19,5±1,4 0±0 7,5±0,0 

 

4.2.2 Exposições 

 

 Durante o período de exposição também foi avaliada a mortalidade dos 

animais. O grupo controle e o de 1mg/L não apresentaram mortalidade ao decorrer 

da exposição. Já os animais expostos ao tratamento de 5mg/L, nos dois primeiros 

ensaios, apresentaram mortalidade de 50% (Tabela 4). Frente a alta mortalidade 

observada, foi decido eliminar este grupo do ensaio subsequente. Motivo este 

também pelo qual as taxas de aquecimento e a CTMax desses indivíduos não foram 

consideradas nas análises. 
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4.2.3 Obtenção da CTMax 

 

 Após o desenvolvimento e padronização da metodologia proposta, o próximo 

passo do estudo foi testar o efeito do Roundup na tolerância térmica de P. 

caudimaculatus. 

 A potência total de aquecimento escolhida para a realização destes ensaios 

foi de 180w, visto que apresentou taxas de aquecimento que proporcionaram a 

menor duração dos experimentos, isso envolve menor estresse dos animais devido 

menor manipulação e permite a realização de mais avaliações de CTMax por dia. 

Como foi apresentado no item 3.2.3, houveram pequenas modificações nos 

materiais utilizados em relação aos ensaios feitos para a padronização do método. 

Desta forma, as taxas médias de aquecimento as quais os animais foram expostos 

foram de 0,51±0,14ºC/min para o grupo controle e 0,51±0,22ºC/min para o grupo de 

exposição (Tabela 4). As taxas de aquecimento foram comparadas dentro (Tabela 5) 

e entre (Tabela 4) cada um dos grupos e não apresentaram diferença significativa 

(ANOVA e Teste t, respectivamente). 

 

Tabela 4 - Taxa média de aquecimento, CTMax e mortalidade de fêmeas Phalloceros caudimaculatus 

expostas ao Roundup Transorb® por 96h. Os dados são apresentados em forma de média ± desvio 

padrão (Teste t; α = 5%;n=12 ou 11). Os dados do grupo de 5mg/L não foram consideradas nas 

análises. 

Grupo 
Taxa média de 

aquecimento (ºC/min) 
CTMax (ºC) 

Mortalidade em 96h 
(%) 

Controle 0,51±0,14 36,43±1,26 0 
1mg/L 0,51±0,22 37,26±1,45 0 
5mg/L - - 50 

 

Tabela 5 - Biometria, taxas de aquecimento média e CTMax de fêmeas de Phalloceros 

caudimaculatus expostas ao Roundup Transorb® por 96h. Comparações foram feitas entre os 

ensaios do mesmo grupo (ANOVA de uma via; α = 5%). Os dados referentes ao grupo de 5mg/L não 
foram considerados na análise. 

Grupo Ensaio 
Peso 
(g) 

Comprimento 
(cm) 

Taxa de 
aquecimento±DP 

(ºC/min) 

CTMax 
(ºC) 

Controle Ensaio I 0,47 3,4 0,53±0,12 35,5 
  0,62 3,8 0,53±0,13 36,0 
  0,21 2,9 0,54±0,11 35,1 
 Ensaio II 0,64 4,0 0,53±0,11 35,2 
  0,23 3,0 0,49±0,17 37,7 
  0,33 3,5 0,51±0,14 36,5 
 Ensaio III 0,34 3,3 0,50±0,12 35,4 
  0,19 2,9 0,50±0,18 39,2 
  0,13 2,5 0,52±0,13 37,1 
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  0,17 2,5 0,52±0,10 37,8 
  0,39 3,2 0,51±0,13 35,7 
  0,51 3,3 0,51±0,15 36,0 

1mg/L Ensaio I 0,39 3,6 0,51±0,28 40,2 
  0,48 2,9 0,52±0,17 38,5 
  0,55 3,3 0,51±0,14 36,1 
 Ensaio II 0,36 3,0 0,50±0,15 38,4 
  0,19 2,7 0,52±0,21 37,2 
  0,33 3,5 0,47±0,22 35,5 
 Ensaio III 0,27 3,2 0,49±0,15 36,6 
  0,38 3,4 0,53±0,11 37,7 
  0,29 3,3 0,52±0,11 36,8 
  0,12 2,5 0,50±0,50 37,7 
  0,41 3,8 0,52±0,12 35,2 

5mg/L Ensaio I 0,40 3,7 - - 
  0,43 3,0 - - 

 Ensaio II 0,36 3,1 - - 

 

A exposição ao Roundup demonstrou uma tendência de aumento da CTMax 

dos animais, porém a diferença observada não foi probabilisticamente significativa 

(Figura 2). Com exceção de um animal no grupo de 1mg/L, todos os outros 

sobreviveram ao intervalo de 72h após o processo de obtenção da CTMax. 

 

 

Figura 2 – Temperatura crítica máxima de fêmeas de Phalloceros caudimaculatus expostas por 96h 

ao Roundup Transorb® (Teste t; α = 5%;, n=12 ou 11). 

 

 

27 



29 
 

 

4.2.4 Biometria 

 

 Após obtenção da CTMax, os indivíduos foram pesados e medidos (Tabela 

5). Foram feitas análises comparando parâmetros dentro (Tabela 5) e entre (Tabela 

6) cada um dos ensaios. Nenhuma das comparações evidenciou diferença 

estatística.  

 

Tabela 6 - Biometria de fêmeas de Phalloceros caudimaculatus expostas ao Roundup Transorb® por 

96h. Os dados são apresentados em forma de média±desvio padrão. Teste t; α = 5%; n=12 ou 11. Os 

dados do grupo de 5mg/L não foram considerados na análise. 

Tratamento Peso (g) Comprimento (cm) 

Controle 0,35±0,17 3,21±0,47 
1mg/L 0,34±0,12 3,20±0,39 
5mg/L 0,39±0,03 3,26±0,37 
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5 Discussão 

 

5.1 Avaliação metodológica 

 

 Conforme Lutterschmidt (1997) demonstrou em sua revisão, existe uma 

grande variedade de métodos para se obter a CTMax, e Ribeiro (2012) salienta a 

importância da validação metodológica para a interpretação dos resultados finais. 

 Com base nas padronizações metodológicas realizadas neste trabalho, são 

abertas diversas possibilidades de estudos com organismos aquáticos utilizando 

esta ferramenta, como avaliar a influência de diferentes taxas de aquecimento, a 

atuação do fotoperíodo, do tempo de aclimatação, a realização da padronização de 

diferentes endpoints como indicado por Lutterschmidt (1997), além da ação de 

poluentes sobre a CTMax. Além disso, será possível a comparação da CTMax entre 

espécies.   

Sendo assim, a alteração na tolerância térmica provocada por fatores 

endógenos e exógenos podem ser averiguadas com maior clareza.   

 

5.1.1 Taxas de aquecimento 

 

 A taxa de aquecimento é uma variável importante para a obtenção da CTMax 

(LUTTERSCHMIDT, 1997; RIBEIRO, 2012). Na literatura existem duas indicações 

acerca das taxas de aquecimento a serem usadas para se avaliar a CTMax em 

peixes, a utilização de taxas mais baixas e a utilização de taxas mais altas. Becker e 

Genoway (1979) indicam uma taxa de 0,3ºC/min enquanto Lutterschmidt (1997) 

indica um aquecimento de 1ºC/min. Os autores que indicam taxas de aquecimento 
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mais baixas (JOHNSNO, 1976; BECKER, 1980; BEITINGER et al, 2000; PATRA, 

2007; PECK et al, 2009; RIBEIRO, 2012; ZHANG;KIEFFER, 2014), possuem o 

objetivo de expor os animais a um estresse térmico semelhante ao observado no 

meio ambiente, resultando em experimentos ecologicamente relevantes. Já os 

autores que indicam taxas de aquecimento mais elevadas (LUTTERSCHMIDT, 

1997; RIBEIRO, 2012) argumentam que taxas mais baixas estão relacionadas a 

experimentos de maior duração e, portanto, há uma diminuição na saúde dos 

animais devido a alta manipulação experimental, gerando maior estresse. Sendo 

assim, a decisão por utilizar uma taxa de aquecimento mais alta resultará em menos 

estresse para o animal. Este fato possui relevância para trabalhos que buscam 

entender o efeito isolado de poluentes sobre a tolerância térmica, visto que 

proporciona uma diminuição no efeito combinado com o estresse da manipulação 

experimental.  

 Sendo assim, as duas indicações de taxas de aquecimento que são citadas 

na literatura foram obtidas e padronizadas neste trabalho (0,3 0,5 e 0,7ºC/min), 

possibilitando estudos que envolvem os dois conceitos de experimentação, o de 

ponto de vista ecológico e o que visa menor estresse ao organismo. Além do mais, 

será possível a avaliação de diferentes taxas de aquecimento sobre a CTMax.  

 

5.1.2 Confiabilidade 

 

 Os peixes são animais ectotérmicos e, portanto, não possuem a capacidade 

de manter temperaturas corporais diferentes daquela presente no ambiente (com 

raras exceções). Apesar disso, podem escolher microhabitats em condições 

térmicas mais agradáveis, processo chamado de termorregulação comportamental 

(PRODASBSKY, 2013). Sendo assim, quando peixes são expostos a um gradiente 

de temperatura, possuem a capacidade de localizar regiões mais termicamente 

favoráveis e nelas ficar (MAGNUSON et al,1979). Então, havendo estratificação 

térmica dentro da unidade experimental, a interpretação dos dados finais pode ser 

equivocada. Com isso, a homogeneidade na taxa de aquecimento da água se faz 

importante em métodos para obtenção da tolerância termal de organismos aquáticos 

para se ter dados confiáveis (RIBEIRO, 2012). 

 Vários trabalhos que procuram o limite térmico de animais não especificam se 

houve algum tipo de averiguação acerca da estratificação térmica na unidade 
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experimental (PALADINO, 1978; BECKER, 1979; TAKLE, 1983; CARVETCH et al., 

2006; MARTINES-PORCHAS;HERNANDEZ-RODRIGUEZ, 2010; ZHANG E 

KIEFFER, 2014). Watenpaugh (1985) utilizou a CTMax para avaliar a influência do 

nitrito na tolerância térmica de peixes, na parte metodológica, apesar de ter utilizado 

bombas de ar na sua unidade experimental para a circulação da água, não realizou 

teste para comprovar que houve homogeneidade da temperatura da água na 

unidade experimental. Johnson (1976), apesar de ter disposto sensores de 

temperatura em diferentes profundidades, não apresentou este resultado no 

trabalho.  

 A negligência na homogeneidade da temperatura na unidade experimental é 

evidente entre os autores, havendo uma despreocupação pelos mesmos de 

demonstrar isto em seus trabalhos, mesmo já sendo levantado ser importante 

(RIBEIRO, 2012). A partir da ausência de estratificação térmica (Tabela 1), pode se 

ter a confiança de que o organismo está sendo exposto as taxas de aquecimento 

esperadas, sendo assim, mais um fator de segurança para compreensão dos dados 

finais.   

  

5.1.3 Reprodutibilidade 

 

Uma das atuais preocupações da ciência está relacionada à transparência 

experimental, no que diz respeito à reprodutibilidade de experimentos e o 

entendimento que se tem por reprodutível (DRUMMOND, 2009; CASAVEDALL, 

2010). De acordo com CASAVEDALL (2010) a diferença entre reprodutibilidade e 

replicabilidade depende se as condições experimentais estão sujeitas a variações. 

Drummnd (2009) diz que enquanto a reprodutibilidade requer alterações 

experimentais, a replicabilidade as evita. Assim, considerando como resultado 

esperado do experimento a consistência das taxas médias de aquecimento, pode-se 

afirmar que o presente trabalho apresentou tanto a replicabilidade quanto a 

reprodutibilidade dos resultados.  

Ao se ter obtido uma taxa de aquecimento, por exemplo, 0,3ºC/min, o 

resultado da consistência da média das taxas de aquecimento foi comprovado 

através da replicabilidade, onde cada ensaio foi realizado exatamente da mesma 

forma (mesmo pote, volume de água, aquecedor utilizado).  Também pode-se dizer 

que o experimento das taxas de aquecimento foi reproduzível para a obtenção da 
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CTMax após exposição ao Roundup. Isto é, a taxa média de aquecimento de 

0,5ºC/min foi inicialmente obtida a partir de um pote com volume total de 4L, com 

cerca de 3,3L no volume de água com a potência total de 120w. Já para a obtenção 

da CTMax, a taxa média de aquecimento de 0,5ºC foi reproduzida utilizando potes 

de plástico com o volume total de 6L contendo 4,5L de água com potência total de 

180w. Logo, o experimento foi reprodutível.  

  

5.2 Efeito do Roundup na CTMax 

 

 Depois da comparação da CTMax das fêmeas de P. caudimaculatus expostas 

por 96h ao herbicida Roundup Transorb®, não foi observada diferença 

estatisticamente significativa entre as CTMax médias do grupo controle 

(36,43±1,26ºC) e do grupo de exposição a 1mg/L (37,26±1,45ºC). Apesar de não ter 

sido evidenciada diferença estatística, é notada uma tendência de aumento na 

CTMax das fêmeas expostas ao Roundup de 0,8ºC em média. O erro padrão 

elevado pode estar associado ao tamanho amostral, o que estaria mascarando a 

evidência das diferenças significativas entre as CTMax dos grupos.  

A tendência de aumento observada na CTMax pode estar relacionada às 

respostas celulares desencadeadas pela exposição, visto que são muito 

semelhantes àquelas causadas pelo estresse térmico. Ambas estão estritamente 

relacionadas ao processo de estresse oxidativo. 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) se formam a partir da oxidação ou 

redução de moléculas de O2, resultadas do metabolismo do oxigênio (FERREIRA, 

1997). Normalmente, é na mitocôndria que se encontram a maior formação de EROs 

(BARBOSA, 2010). Encontradas nos diversos sistemas biológicos, as EROs podem 

acarretar danos ao DNA, lipídios, proteínas e carboidratos, afetando o 

funcionamento celular (RIBEIRO, 2005).  

Um dos fatores exógenos que podem desencadear a elevada produção de 

EROs é o aumento da temperatura (APEL, 2004). Dentre as respostas celulares de 

peixes frente a fatores de estresse térmico, podem ser citados dois: aumento na 

produção de antioxidantes e de heat-shock-proteins. Os antioxidantes, que podem 

ser tanto de origem enzimática como não enzimática, combatem a elevada 

quantidade de espécies reativas de oxigênio (EROs) gerados pelo estresse térmico 

(MARTINEZ-ALVAREZ, 2005). As heat-shock-proteins, como a HSP70, têm sua 
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síntese aumentada e atuam reparando os danos acarretados pelas EROs a nível 

celular (MISRA, 1989).  

Já foi demonstrado que exposições ao Roundup podem causar estresse 

oxidativo em peixes (MENEZES, 2011).  Sinhorin (2014) observou que depois da 

exposição de Roundup, o peixe surubim apresentou um aumento na concentração 

de ácido ascórbico, um antioxidante não enzimático. Após expor tambaqui ao 

herbicida, Braz-Mota (2015), observou a estimulação de antioxidantes nos peixes 

expostos à 15mg/L. Rocha (2015) encontrou uma ativação na resposta de estresse, 

no aumento da expressão da HSP40, que funciona na regulação da HSP70, nas 

brânquias de fêmeas de Poecilia reticulata expostos ao Roundup (1,8mg/L). Madeira 

(2012) comprovou a partir da utilização da CTMax, que a elevação de temperatura 

aumenta a produção de HSP70 em duas espécies de peixes. 

O aumento observado na CTMax pode estar relacionado com estas duas 

respostas. A exposição ao Roundup pode ter gerado uma resposta celular 

antioxidante e de HSP70 nas fêmeas de P. caudimaculatus.  Esta resposta celular 

pode estar beneficiando a resposta ao estresse térmico, desencadeando no 

aumento da CTMax. 

Rocha (2011) determinou a LC50 96h para espécie Poecilia reticulata, mesma 

família de P. caudimaculatus, como sendo 3,4mg/L de Roundup, encontrando uma 

mortalidade de quase 80% à concentrações de 5,2mg/L. Assim sendo, a alta 

mortalidade no grupo de 5mg/L pode ser devido a alta concentração utilizada, 

devendo-se, futuramente, analisar a LC50 96h de P. caudimaculatus quando exposto 

ao Roundup. 

 Apesar de ser tentador dizer que o Roundup teve efeito positivo na tolerância 

térmica das fêmeas de P. caudimaculatus, é necessária uma averiguação mais 

profunda. Visto isso, é necessário comprovar a tendência no aumento da CTMax 

com o aumento do tamanho amostral. Confirmada a diferença estatística, é preciso 

testar se o aumento da CTMax, de fato, é devido ao processo hipotetizado.   
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6 Conclusão 

 

 O trabalho realizado conseguiu atingir o objetivo de desenvolver um método 

padronizado, confiável e reprodutível, o que possibilitou a realização do experimento 

com o herbicida Roundup Transorb® na tolerância termal de fêmeas de Phalloceros 

caudimaculatus.  

 A exposição ao Roundup demonstrou uma tendência ao aumento da CTMax. 

Experimentos futuros com maior esforço amostral devem ser realizados para se ter a 

confirmação desta tendência. 
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