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RESUMO 

 

Os agrotóxicos, representados por substâncias químicas, também conhecidas por 
agroquímicos tem objetivo de controlar as pragas agrícolas. Entretanto podem ser 
prejudiciais aos sistemas biológicos de diversos organismos aquáticos, incluindo os 
anfíbios anuros. Por isso é importante avaliar efeitos através de teste toxicológicos 
que fornecem informações sobre a resposta a contaminantes em um organismo. 
Este estudo avaliou os efeitos toxicológicos causados a espécie de anfíbio anuro 
Physalaemus gracilis expostos ao herbicida atrazina e ao fungicida tebuconazole. 
Para tal, foram coletadas as desovas totais direto da natureza com menos de 24 
horas de oviposição, transportadas até o laboratório onde foram mantidas em 
condições controladas para seu desenvolvimento. Foi realizado teste de toxidade 
aguda de 96 horas para determinação da CL50 96h e teste crônico, onde se avaliou a 
mortalidade, alterações morfológicas e alterações bioquímicas dos girinos expostos 
a concentrações subletais. Os cálculos da CL50 96h seguiram o método trimed 
spearman karber, para atrazina foi de 47,90 mg/L e 1,64 mg/L para tebuconazole. A 
exposição a doses subletais causou alterações na morfologia oral dos girinos, como 
ausência de mandíbula, ausência de uma ou mais fileiras inteiras de dentículos, 
fileiras de dentículos tortas, dentículos falhos ou ausentes, além de inchaço no 
intestino. Além disso, atrazina e tebuconazole causaram efeitos indutores de dano 
oxidativo em girinos de Physalaemus gracilis. O aumento da peroxidação lipídica e 
proteína carbonil sugere que os danos oxidativos induzidos afetaram lipídeos e 
proteínas podendo causar danos á atividade enzimática devido à oxidação de 
proteínas. 
 

Palavras-chave: Efeitos toxicológicos. Alterações morfológicas. Biomarcadores. 

Dano oxidativo.  
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ABSTRACT 

 

Pesticides, represented by chemical substances, also known as agrochemicals, have 

the objective of controlling agricultural pests. However, they may be harmful to the 

biological systems of various aquatic organisms, including anuran amphibians. It is 

important to evaluate effects through toxicological tests that provide information on 

the response to contaminants in an organism. This study evaluated the toxicological 

effects caused to species of anuran amphibian Physalaemus gracilis exposed to the 

herbicide atrazine and the fungicide tebuconazole. For this, the total direct nature 

spawnings with less than 24 hours of oviposition were collected and transported to 

the laboratory where they were kept under controlled conditions for their 

development. After that was performed the acute toxicity test for 96 hours to 

determine the LC50 and, subsequently, the chronic test, where mortality, 

morphological alterations and biochemical alterations of tadpoles exposed to 

sublethal concentrations were evaluated. To calculate the LC50 was employed the 

trimed spearman karber method. The LC50 for atrazine was 47.90 mg/L, meanwhile 

for tebuconazole was 1.64 mg/L. The exposure to sublethal doses caused changes 

in the oral morphology of tadpoles, such as absence of jaw, absence of one or more 

whole rows of denticles, rows of crooked teeth, missing or missing teeth, and edema 

of the intestine. In addition, atrazine and tebuconazole caused oxidative damage 

inducing effects on Physalaemus gracilis tadpoles. The occurrence of lipid 

peroxidation and carbonyl proteins suggest oxidative damage of the lipids and 

proteins. 

 

keywords: Toxicological effects. Morphological changes. Biomarkers. Oxidative 

stress. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

A partir da década de 1950 foram observadas profundas mudanças no 

processo de produção agrícola com o aumento de uso de agrotóxicos e de seus 

impactos sobre o ambiente e a saúde humana (MOREIRA et al., 2002). Tecnologias 

baseadas no uso extensivo de agentes químicos foram disponibilizadas para 

aumento da produtividade e proteção contra pragas agrícolas (MOREIRA et al., 

2002). Esta gama de produtos químicos conferiu importante risco para o ambiente, 

pois podem chegar aos ecossistemas aquáticos superficiais e subterrâneos 

transportados por lixiviação de água da chuva, irrigação ou drenagem 

(MATAQUEIRO, 2006; ARAÚJO et al., 2016). Ao atingir os mananciais hídricos os 

agrotóxicos podem prejudicar o desempenho ou levar a morte de espécies aquáticas 

sensíveis à contaminação do ambiente (TONI et al., 2010) como insetos aquáticos, 

peixes e anfíbios anuros.  

Os anuros estão entre os animais mais ameaçados de extinção em todo o 

mundo (VERDADE et al., 2010). Cerca de 30% das espécies de anuros correm risco 

de desaparecer nos próximos anos, sendo que 35 espécies já foram extintas na 

natureza (IUCN, 2009). Essas ameaças se dão pela degradação dos ecossistemas 

explorados pelos anuros, como alteração ou eliminação dos habitats e a poluição 

ambiental, provocada principalmente pelo acúmulo de agrotóxicos (HADDAD, 2008). 

A diminuição das populações de anfíbios em todo o mundo tem sido foco de estudos 

que procuram investigar suas causas. Os agrotóxicos são poluentes ambientais que 

podem gerar importante taxa de mortalidade nos anfíbios e o declínio de algumas 

populações está associado à proximidade de áreas agrícolas (DAVIDSON et al., 

2002). 

 Além disto, agrotóxicos têm sido implicados como agente principal em alguns 

desses declínios populacionais (EZEMONYE & TONGO, 2009). Muitas espécies de 

anfíbios são vulneráveis à contaminação aquática devido a exposição a estressores 

aquáticos e terrestres (BLAUSTEIN & KIESECKER, 2002). Em muitos casos os 

anfíbios completam seus ciclos de vida próximos às áreas onde os agrotóxicos são 
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aplicados. Além disto, para muitas espécies os estágios larvais coincidem com a 

época de aplicação dos agrotóxicos (BONIN et al., 1997; HAYES et al., 2003). 

Dependendo da sensibilidade da espécie ao contato com o agrotóxico, pode 

ocorrer mortalidade, causando o declínio nas populações ou podem estar sujeitas a 

alterações no crescimento e reprodução, mudanças comportamentais, morfológicas 

e fisiológicas após exposição crônica (MONTINHO, 2013). A exposição a alguns 

herbicidas parece influenciar negativamente o padrão de desenvolvimento e a 

metamorfose em girinos diminuindo suas chances de sobrevivência (DORNELLES & 

OLIVEIRA, 2016). Essas alterações podem influenciar outros parâmetros biológicos, 

como o desenvolvimento e sucesso reprodutivo. Dessa forma, testes de toxidade 

são o mecanismo para a compreensão dos efeitos de impactos sobre os 

compartimentos bióticos, utilizando organismos vivos que atuam como biosensores 

auxiliando na prevenção de impactos de um determinado poluente sobre a biota 

(CAIRNS et al., 1998). 

Os testes de toxicidade aquática têm sido cada vez mais utilizados para a 

determinação de efeitos deletérios em organismos aquáticos, em virtude, 

principalmente, do potencial risco da transferência de poluentes do ambiente para os 

organismos, e avaliação da qualidade da água sobre eles (FERREIRA, 2002).  

Esses testes consistem de um modo geral a realização de ensaios agudos e 

crônicos. O ensaio de toxicidade aguda avalia os efeitos sofridos pelos organismos 

expostos ao agente químico, em curto período de tempo, geralmente de 24 à 96h 

(BIRGE et al., 1985).  

Esses testes proporcionam rápidas respostas nas estimativas dos efeitos 

letais de um agente tóxico sobre o organismo (WALKER et al., 2001). Buscam 

avaliar o efeito de substâncias químicas isoladas ou em misturas, onde procura-se 

estimar a concentração - teste que causa efeito a 50% da população exposta, 

durante um período de tempo determinado. Tal concentração corresponde à CL50 

(Concentração Efetiva ou Concentração Letal Média).  

Os testes crônicos envolvem um período de exposição mais longo, entre 7 e 

21 dias e refletem um cenário mais aproximado da realidade em que os organismos 

estão expostos aos contaminantes ambientais (AZEVEDO & CHASIN, 2003). Nos 

testes crônicos, as concentrações do agente tóxico permitem a sobrevida dos 

organismos, no entanto, causam distúrbios em suas funções biológicas, tais como 

na reprodução, desenvolvimento, crescimento e maturação (GOLDSTEIN, 1988). 
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A classe Amphibia (anfíbios) corresponde ao grupo que engloba os animais 

conhecidos como Gymnophiona (cobras-cegas), Caudata (salamandras) e Anura 

(sapos, rãs e pererecas).  Os anuros são o grupo mais diversificado no mundo, o 

mesmo ocorrendo no Brasil (HADDAD, 2008). Incluem 20 famílias e 90 gêneros com 

um total de 1039 espécies (SEGALLA et al., 2016) Os anfíbios dependem de 

ambientes úmidos em função da respiração cutânea e dos locais de desova 

(PIMENTA et al., 2014). Essa característica faz com que comumente sejam 

encontrados sobre o solo úmido, poças, lagos, açudes córregos e rios. 

 Physalaemus gracilis é um anfíbio da família Leptodactylidae, com 

distribuição geográfica no Sul do Brasil, Argentina e Uruguai (LANGONE, 1994). É 

uma espécie relativamente pequena (2,7 a 3,2cm), com o focinho pontudo, 

coloração variável, desde o castanho avermelhado até cinza claro. As espécies 

deste gênero geralmente possuem uma faixa preta que vai da ponta do focinho ate 

quase a base das coxas. Possui uma mancha arredondada na região inguinal (base 

da coxa). Os machos possuem a região do “papo” mais escura devido à presença do 

saco vocal (BORGES-MARTINS et al., 2007). 

Esta espécie é classificada na Lista Vermelha como Menos Preocupantes 

(LC) em vista de sua ampla distribuição, tolerância a uma ampla gama de habitats, 

presumida grande população e não haver dados que indiquem declínio (LAVILLA et 

al., 2010). Physalaemus gracilis é terrestre, se reproduz em ninho de espuma, onde 

os ovos são depositados em águas temporárias naturais. A época reprodutiva ocorre 

nos meses de setembro a março (ACHAVAL & OLMOS, 2003). É comumente 

encontrada em lagoas e riachos adjacentes aos campos agrícolas, onde são 

aplicados agrotóxicos, que coincidem com a época de postura e desenvolvimento 

dos embriões (DAVID et al., 2012). 

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda e crônica e as 

alterações morfológicas e enzimáticas em girinos de Physalaemus gracilis 

(Leptodactylidae) quando expostos aos agrotóxicos atrazina (herbicida) e 

tebuconazole (fungicida). 
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3.1 CAPÍTULO 1 

 

ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS E MORTALIDADE DE GIRINOS DE 

Physalaemus gracilis EXPOSTOS À ATRAZINA E TEBUCONAZOLE 

 

RESUMO 

 

Os agrotóxicos têm causado diversos efeitos sobre as comunidades 

aquáticas. Dentre eles os herbicidas e fungicidas tem desenvolvido malformações e 

prejudicado o crescimento e desenvolvimento de diversas espécies incluindo os 

anfíbios anuros. O trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade e a ocorrência de 

alterações morfológicas em girinos de Physalaemus gracilis expostos à formulação 

comercial do herbicida atrazina e fungicida tebuconazole. As desovas foram 

coletadas na natureza, com menos de 24 horas de oviposição e mantidas em 

laboratório até atingirem o estágio larval. Foram realizados teste de toxidade aguda 

de 96 horas para determinar a CL50, de ambos os agrotóxicos. Os testes de 

toxicidade crônica foram realizados na proporção de 1/10; 1/50 e 1/100 da CL50 96h 

durante 21 dias. Ao final dos testes, foram tomadas as medidas do comprimento 

rostro-cloacal e massa dos girinos e analisados em estereomicroscópio a procura de 

alterações morfológicas. A CL50 96h foi de 47,90 mg/L para atrazina e 1,64 mg/L 

para tebuconazole, com significativo aumento da taxa de mortalidade conforme o 

aumento da dose de agrotóxico. A exposição crônica produziu efeitos significativos 

de anomalias nas estruturas orais dos girinos em todas as concentrações testadas 

entre outras anomalias. Malformações morfológicas são sinais típicos de toxicidade 

e quando essas tem relação com a cavidade oral pode prejudicar a alimentação dos 

girinos e afetar a sua capacidade de sobrevivência. 

 

Palavras-chave: Toxidade. Agrotóxicos. Anfíbios. Malformações. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 Os agrotóxicos estão entre os principais contaminantes antropogênicos que 

alcançam os ecossistemas aquáticos (MENNILLO et al., 2017). Diversos herbicidas 

e fungicidas utilizados para o controle de pragas infestantes de lavouras apresentam 

em sua formulação os ingredientes ativos atrazina e tebuconazole respectivamente 

(IBAMA, 2010) Estas substâncias podem ter efeitos nocivos sobre os organismos 

não alvos e interferir em parâmetros fisiológicos e morfológicos das espécies 

aquáticas expostas (NWANI et al., 2010). 

A atrazina (6-chloro-N²-ethyll-N-4-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine) é um 

herbicida do grupo das Triazinas, apresentado sob a forma de suspensão 

concentrada, utilizado para controlar plantas daninhas de folhas largas e gramíneas, 

como milho, sorgo, cana de açúcar, entre outras culturas (EXTOXNET, 1996). O 

ingrediente ativo atrazina é absorvido pelas plantas através das raízes (após a 

germinação) e se transloca via xilema até as folhas onde provoca a inibição da 

fotossíntese, bloqueando o transporte de elétrons, cujos sintomas se manifestam 

através da clorose, necrose e morte da planta por falta de energia (ADAPAR, 2016). 

Nos animais a atrazina é rapidamente absorvida pelo trato gastrintestinal e 

após 72 horas, 65% é eliminado na urina e 15% permanece nos tecidos corporais 

principalmente nos fígados, rins e pulmões (CASTRO, 2009). A atrazina tem sido 

descrita como um interferente disruptor endócrino por aumentar a atividade da 

aromatase e assim afetar a sinalização do estradiol, podendo alterar o sistema 

reprodutor em vários organismos não alvos como os anfíbios. (ROBERGE et al., 

2004; BETANCOURT et al., 2006; SANDERSON, 2006). A atrazina pode acarretar 

desde efeitos fisiológicos e bioquímicos, até mortalidade em girinos expostos ao 

herbicida em concentrações mais elevadas (EZEMONYE & TONGO, 2009). 

Resultados obtidos por Hayes et al. (2002) mostraram que a atrazina parece ter 

poucos efeitos nos anfíbios adultos e induzir anomalias e deformidades apenas em 

doses muito altas. Porém pode interferir na metamorfose e diferenciação sexual em 

doses baixas por meio de mecanismos de desregulação endócrina. Esse herbicida 

produz diminuição significativa na massa e diminuição no crescimento de girinos de 
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Physalaemus nattereri, além da presença de anormalidades morfológicas, como 

estruturas orais reduzidas e retração corporal (IGLESIAS, 2015). 

Este herbicida é classificado como perigoso ao meio ambiente (Classe III) 

sendo altamente tóxico e persistente no meio ambiente (ADAPAR, 2016). O uso de 

atrazina é proibido na Europa, mas é permitida e utilizada em ampla escala na 

agricultura americana e brasileira (ACKERMAN et al., 2014), onde ocupou o sétimo 

lugar dos herbicidas mais comercializados no Brasil em 2014 (IBAMA, 2014). É um 

potencial contaminante de corpos hídricos e do solo devido as suas propriedades 

químicas como, grande potencial de lixiviação, alta persistência no solo e 

solubilidade moderada na água (EISLER, 1989). Devido a este comportamento seus 

resíduos podem contaminar o solo, águas subterrâneas, pequenos córregos e água 

de abastecimento público (ARAÚJO et al., 2016). 

O tebuconazole consta entre os seis fungicidas mais comercializados no 

Brasil em 2009 (IBAMA, 2010). Seu uso no Brasil tem aumentado desde 2001 com o 

surgimento da ferrugem asiática (Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd.), no país 

(GODOY et al., 2007). Tebuconazole tem ação preventiva, curativa e erradicativa 

indicado para o tratamento de doenças da parte aérea das culturas pela inibição da 

biossíntese do ergosterol em fungos (ADAPAR, 2014). O modo de ação dos 

fungicidas triazois envolve a ruptura da parede e membrana celular do fungo pela 

inibição da lanosterol- 14a-demethylase (CYP51). A CYP51 está presente entre as 

plantas, fungos e animais. Nos animais desempenha passo crítico na síntese do 

colesterol e na biosíntese de esteróides (TAXVIG et al., 2007). 

Os efeitos ocasionados por fungicidas triazóicos indicam que um dos 

principais mecanismos para os efeitos no sistema endócrino envolve a alteração da 

enzima CYP17 envolvida na síntese de hormônios esteróides (TAXVIG et al., 2007). 

Eles inibem a enzima aromatase, que catalisa a conversão de andrógeno em 

estrógeno (HINFRAY et al., 2006). Em vertebrados a aromatase está presente no 

cérebro e durante o desenvolvimento, a formação local de estrógeno em 

determinadas regiões cerebrais atua no mecanismo de ação dos esteróides sexuais 

em sua ação neuroendócrina central; influenciando a diferenciação cerebral, a 

regulação do controle gonadotrófico e o comportamento. Consequentemente, ele 

pode promover alterações neurocomportamentais e reprodutivas (KINNBERG et al., 

2007). 
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Os fungicidas podem afetar os anfíbios causando efeitos negativos como, a 

diminuição da sobrevivência, aumento de deformidades, metamorfose atrasada e 

resposta imune alterada (BERNABÒ et al., 2016). A ampla aplicação do fungicida 

tebuconazole traz preocupações sobre os efeitos prejudiciais sobre os ecossistemas 

aquáticos. Fungicidas triazólicos causam efeitos deletérios no sistema endócrino de 

varias espécies (TAXVIG et al., 2007; KJARSTAD et al., 2010; LIU et al., 2016).  

O agrotóxico se enquadra na classe II conforme o seu potencial de 

periculosidade ambiental, sendo considerado muito perigoso ao meio ambiente e 

extremamente tóxico para organismos aquáticos (ADAPAR, 2014). O tebuconazole 

está entre os fungicidas mais frequentemente detectados, tanto em águas e 

sedimentos superficiais (HERRERO-HERNÁNDEZ et al., 2013; DE GERÓNIMO et 

al., 2014). Sua persistência e afinidade elevada para a adsorção no solo contamina 

águas superficiais e subterrâneas pelo carregamento pela chuva e adsorção pelas 

partículas de sedimentos (EPA, 2000). 

Os anuros estão entre os animais mais ameaçados de extinção em todo o 

mundo (IUCN, 2009; VERDADE et al., 2010). Essas ameaças se dão pela 

degradação dos ecossistemas explorados pelos anuros, como alteração ou 

eliminação dos habitats e a poluição ambiental, provocada principalmente pelo 

acúmulo de agrotóxicos (HADDAD, 2008). A diminuição das populações de anfíbios 

em todo o mundo tem sido foco de estudos que procuram investigar suas causas. 

Agrotóxicos têm sido implicados como agente principal em alguns desses declínios 

(EZEMONYE & TONGO, 2009). Muitas espécies de anfíbios são vulneráveis à 

contaminação aquática porque experimentam estressores aquáticos e terrestres 

(BLAUSTEIN & KIESECKER, 2002).  

Além do declínio da riqueza de espécies e a redução de populações, a alta 

incidência de deformidades em anfíbios anuros tem sido relatada e pode estar 

relacionada à exposição a agrotóxicos (RELYEA, 2005; BRUNELLI et al., 

2009;  BRÜHL et al., 2013). Populações expostas a agrotóxicos tem desenvolvido 

malformações, incluindo crescimento prejudicado, anomalias do desenvolvimento e 

do comportamento (BRIDGES, 1999; BOONE & SEMLITSCH, 2002; LENKOWSKI et 

al., 2010; BERNABÒ, 2016). Testes realizados com diversos agrotóxicos 

demostraram alterações morfológicas em várias espécies de anfíbios. Indivíduos do 

sapo cinza (Hyla chrysoscelis) expostos ao herbicida atrazina (BRISTON, 1998) 

apresentaram crescimento prejudicado, período mais longo para chegar a 
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metamorfosear e tamanhos menores. Alguns fungicidas provocaram efeitos como 

anormalidades na cabeça e alterações nas estruturas orais em outras espécies de 

anfíbios (DI RENZO et al., 2011; SVARTZ et al., 2016). 

Physalaemus gracilis é um anfíbio da família Leptodactylidae ocorre no sul do 

Brasil, Argentina e Uruguai, e se reproduz em ninho de espuma, onde os ovos são 

depositados em águas temporárias naturais. A época reprodutiva ocorre nos meses 

de setembro a março (ACHAVAL & OLMOS, 2003). É comumente encontrada em 

lagoas e riachos adjacentes aos campos agrícolas, onde são aplicados agrotóxicos, 

que coincidem com a época de postura e desenvolvimento dos embriões (DAVID et 

al., 2012). 

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade da formulação comercial do 

herbicida atrazina e do fungicida tebuconazole em relação à ocorrência de 

alterações morfológicas e a mortalidade em girinos de Physalaemus gracilis. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

2.1 Agrotóxicos 

 

 

Foram realizados testes de toxicidade aquática utilizando as formulações 

comerciais dos agrotóxicos, atrazina e tebuconazole (Tabela 1). 

 

Tabela 1- Detalhamento dos agrotóxicos utilizados. UFFS, Campus Erechim, 2016. 

Nome técnico Nome 
comercial 

Concentração 
de Ingrediente 

ativo (g/L) 

Concentração 
de Ingrediente 

Inerte (g/L) 

Tipo de 
formulação 

Atrazina Siptran® 500 600 Suspensão 
Concentrada 

(SC) 

Tebuconazole Rival 200 200 800 Concentrado 
Emulsionável 

(EC) 

 

 

2.2 Espécie teste 

 

 

 A espécie selecionada foi Physalaemus gracilis (Anura: Leptodactylidae), 

conhecida popularmente por rã-chorona, com distribuição geográfica no Sul do 

Brasil, Argentina e Uruguai (LANGONE, 1994; figura 1). 

 

 
Figura 1: Indivíduo adulto de Physalaemus gracilis. Fonte: www.ra-bugio.org.br 
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2.3 Coleta das desovas 

 

 

As desovas foram coletadas direto na natureza, com menos de 24 horas de 

ovoposição até estágio 14, de acordo com a classificação de Gosner (1960), (Anexo 

A), em uma lagoa no campus da Universidade Federal da Fronteira Sul, localizada 

na Rodovia ERS 135, km 72, nº 200, Erechim – RS (Latitude: - 27.728681°; 

Longitude: - 52.285852°). As coletas foram realizadas entre os meses de outubro a 

dezembro de 2015, após períodos de chuva (Figura 2). 

As desovas foram coletadas manualmente e transportadas em sacos 

plásticos até o Laboratório de Ecologia e Conservação da Universidade Federal da 

Fronteira Sul – Campus Erechim e mantidas separadamente em aquários de 12 

litros em água de poço artesiano, previamente testada quanto à potabilidade. Os 

girinos foram alimentados uma vez ao dia, ad libitum, usando ração comercial para 

peixes ornamentais, farelada, com no mínimo 40% de proteína bruta. Os girinos não 

utilizados nos experimentos foram soltos na natureza novamente, no mesmo local 

em que foram coletados. 

O estudo tem autorização do Comitê de Ética para Uso de Animais da 

Universidade Federal da Fronteira Sul (Anexo B) e licença do ICMBio (50398-1) 

(Anexo C). 

 

  
Figura 2: Coleta de desovas de Physalaemus gracilis (Anura: Leptodactylidae), município de 

Erechim, RS. Outubro, 2015. Fonte: autora. 

 

 

2.4 Delineamento experimental 
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Os testes toxicológicos foram realizados com indivíduos de Physalaemus 

gracilis, no estágio 25 de desenvolvimento de acordo com a classificação de Gosner 

(1960), sem nenhuma alteração morfológica ou comportamental visível, com a 

massa corporal média de 0,016 g ± desvio padrão (DP) 0,009 g (Amplitude (A)= 

0,007 g - 0,037 g) e comprimento médio 9,97 mm ± 1,21 mm (A= 8,10 mm - 11,25 

mm), N=5. 

A sala de teste foi aclimatizada em 25 ºC e a temperatura e oxigênio da água 

foram monitorados diariamente, permanecendo em 23ºC ±1ºC e oxigênio dissolvido 

5,0 mg/L ± 1,0 mg/L. 

 

 

2.4.1 Teste agudo 

 

 

Foram realizados testes de toxicidade aguda de 96 horas, para determinar a 

Concentração Letal Média em 96h – CL50 96h. Foram utilizados recipientes de vidro 

estéreis com capacidade de 500 ml, onde foram colocados cinco girinos em cada 

um, com seis réplicas para cada tratamento, totalizando 30 girinos por concentração 

testada, mais seis réplicas para o controle. A cada 24 horas foram registrados o 

número de mortos, que foram removidos do ensaio. Os girinos não foram 

alimentados durante o teste agudo. 

As concentrações utilizadas nos testes foram 19, 24, 29, 37, 45, 53, 60, 65, 70 

e 75 mg/L de atrazina e 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 e 3 mg/L de tebuconazole. O controle foi 

realizado com mesma água utilizada em todos os aquários, sem adição de nenhum 

produto químico. As concentrações aplicadas foram baseadas na CL50 registrada 

para Physalemus cuvieri (WRUBLEWSKI, 2016). 

 

 

2.4.2 Teste Crônico 

 

 

Os testes de toxicidade crônica foram realizados na proporção de 1/10; 1/50 e 

1/100 da CL50 96h, do teste agudo, durante 21 dias. Por isso foram utilizadas as 

concentrações 4,8; 1 e 0,5 mg/L para atrazina e 0,15; 0,03 e 0,01 mg/L para 
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tebuconazole. Os testes seguiram o mesmo delineamento experimental do teste 

agudo quanto ao número de girinos, réplicas, recipientes, tipo de água utilizada, 

temperatura, oxigênio dissolvido e registro de mortalidade. Os girinos foram 

alimentados uma vez ao dia durante o teste, usando o mesmo padrão da criação. 

 

 

2.4.3 Análise morfológica 

 

 

O comprimento rostro-cloacal (CRC) dos girinos foi medido com paquímetro 

digital de 0.001 mm de precisão no início e no final dos 21 dias de teste. Foi obtida a 

massa em gramas, registrada em balança analítica de precisão (0,0001 g). Após a 

conclusão foi identificado o estágio de cada animal exposto (GOSNER, 1960). Os 

girinos foram analisados em estereomicroscópio a procura de alterações 

morfológicas como deformação da cavidade oral, ausência de dentículos, ausência 

de fileiras de dentículos, alterações na mandíbula e deformação no corpo. 

 

 

2.4.4 Análise dos Dados 

 

 

Os cálculos da CL50 seguiram o método trimed spearman karber, através do 

programa GBasic. Para avaliar o efeito das concentrações de atrazina e 

tebuconazole nos girinos foi utilizando análise de variância unidirecional (ANOVA) e 

em caso de significância foi aplicado o teste post hoc de tukey com p<0,05. Para 

realização das análises foi utilizado o software Statistica 8.0. 
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3 RESULTADOS 

 

 

 3.1 Teste agudo 

 

 

 A formulação comercial de tebuconazole foi mais tóxica do que a de atrazina 

para girinos de Physalaemus gracilis. A CL50 96h foi de 47,90 mg/L para atrazina e 

1,64 mg/L para tebuconazole (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Mortalidade de Physalaemus gracilis e concentração letal de atrazina e 
tebuconazole no teste de exposição aguda. UFFS, Campus Erechim, 2016. 

Agrotóxico 
 

Concentração 
mg/L 

Mortalidade CL 50 
mg/L 24h 48h 72h 96h Total 

Atrazina 

0,0 0 0 0 0 0 

47,90 
-95%CL: 45,28 
+95%CL: 50,51 

R2=0,94 
P= 0,00 

19 0 0 0 0 0 

24 2 1 3 0 6 

29 2 2 2 0 6 

37 0 1 0 2 3 

45 3 2 2 5 12 

53 4 1 1 6 12 

60 21 3 0 0 24 

65 13 13 0 0 26 

70 9 17 1 1 28 

75 10 12 2 1 25 

Tebuconazole 

0,0 0 0 0 0 0 

1,64 
-95%CL: 1,42 
+95%CL: 1,90 

R2=0,98 
p=0,00 

0,5 7 1 1 0 9 

1,0 2 1 0 1 4 

1,5 15 3 0 0 18 

2,0 4 6 1 0 11 

2,5 26 4 0 0 30 

3,0 30 0 0 0 30 

 

 

 A mortalidade dos girinos foi significativamente maior nas dosagens mais altas 

de ambos os agrotóxicos: atrazina (F(9, 50)=16,46; p<0,01) e tebuconazole (F(5, 

30)=11,76; p<0,01; Figuras 3 e 4), mostrando diferença entre as concentrações 

testadas (Tukey = p<0,05). 
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Figura 3 - Mortalidade de Physalaemus gracilis exposto a diferentes concentrações (mg/L) de 
atrazina. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrão. 
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Figura 4 - Mortalidade de Physalaemus gracilis exposto a diferentes concentrações (mg/L) de 
tebuconazole. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrão. 
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 O tempo de exposição foi significativo para o teste de exposição a 

tebuconazole, (F(3, 20)=7,21; p<0,01), mas não influenciou em atrazina (F(3, 36)=2,30; 

p=0,09; Figuras 5 e 6). 

 

24 48 72 96

Tempo (h)

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

22

24

M
o

rt
a

li
d

a
d

e

 

Figura 5 - Mortalidade de Physalaemus gracilis exposto a diferentes tempos (h) ao herbicida atrazina. 
Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrão. 
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Figura 6 - Mortalidade de Physalaemus gracilis exposto a diferentes tempos (h) ao fungicida 
tebuconazole. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrão. 
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3.2 Teste crônico 

 

 

  Foram expostos 90 girinos durante 21 dias a cada um dos agrotóxicos 

testados (tabela 3). Destes, 19 (21,11%) morreram na exposição à atrazina e 16 

(17,77%) na exposição à tebuconazole. 

 

Tabela 3 - Mortalidade de Physalaemus gracilis no teste de exposição crônica a 
atrazina e tebuconazole. UFFS, Campus Erechim, 2016. 

Agrotóxico Concentração 
(mg/L) 

Mortalidade 

 
 

Atrazina 

7 dias 14 dias 21 dias Total 

0,5 0 1 0 1 

1,0 1 1 4 6 

4,8 4 4 4 12 

 
Tebuconazole 

0,01 0 0 7 7 

0,03 0 0 0 0 

0,15 0 0 9 9 

Controle 0,0 1 3 4 8 
  

 

 As concentrações não influenciaram na mortalidade dos girinos em ambos os 

agrotóxicos: atrazina (F(3, 20)=2,31; p=0,1) e tebuconazole (F(3, 20)=2,16; p=0,12; 

Figuras 7 e 8). 
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Figura 7 - Mortalidade do teste crônico de Physalaemus gracilis exposto a diferentes concentrações 
(mg/L) de atrazina. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrão. 
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Figura 8 - Mortalidade do teste crônico de Physalaemus gracilis exposto a diferentes concentrações 
(mg/L) de tebuconazole. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrão. 
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 O tempo de exposição não influenciou na mortalidade para atrazina (F(2, 

9)=0,72; p=0,5, mas influenciou no resultado do teste em tebuconazole (F(2,9)=4,58; 

p=0,04; Figuras 9 e 10). 
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Figura 9 - Mortalidade do teste crônico de Physalaemus gracilis exposto a diferentes tempos (dias) a 
atrazina. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrão.  
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Figura 10 - Mortalidade do teste crônico de Physalaemus gracilis exposto a diferentes tempos (dias) a 
tebuconazole. Quadrados= média; Linhas verticais= Desvio Padrão. 
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3.2.1 Análise Morfológica 

 

 

3.2.1.1 Comprimento e massa dos girinos 

 

 

 Os girinos foram colocados nos testes com o comprimento de 9,97  1,21 mm 

(n = 10; amplitude = 8,10 - 11,25 mm), e massa de 0,016  0,009 g (n = 10, 

amplitude = 0,007 - 0,037 g) (ver dados de comprimento e massa depois da 

exposição na Tabela 4).  

 Em 21 dias de teste crônico o comprimento dos girinos aumentou 

significativamente, comparando com o tamanho de entrada no teste (F(4, 20)=10,35; 

p<0,01 para atrazina e F(4, 20)=7,61; p<0,01 para tebuconazole). Ao final do teste o 

comprimento não diferenciou em comparação aos grupos expostos e controle (F(3, 

16)=1,53; p<0,24 para atrazina e (F(3, 16)=0,98; p<0,42 para tebuconazole). 

 A massa dos girinos não apresentou diferença entre o inicio e final do teste (F(4, 

20)=0,64; p<0,63 para atrazina e F(4, 20)=1,30; p<0,3 para tebuconazole) o mesmo 

ocorreu entre os grupos expostos e controle (F(3, 16)=0,82; p<=0,49 para atrazina e 

F(3, 16)=1,26; p<=0,32 para tebuconazole. 
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Tabela 4 – Dados morfológicos dos parâmetros comprimento e massa dos girinos no 
teste crônico após 21 dias de exposição. UFFS, Campus Erechim, 2016. 

Agrotóxico Parâmetro Concentração MédiaDP N Amplitude 

 

 

Atrazina 

Comprimento 

(mm) 

4,8 12,550,70 5 11,63 – 13,5 

1 13,540,67 5 12,63 – 14,47 

0,5 13,211,09 5 11,09 – 16,16 

Massa 

(g) 

4,8 0,0280,018 5 0,01 – 0,057 

1 0,0210,011 5 0,005 – 0,03 

0,5 0,0160,009 5 0,006 – 0,029 

 

 

Tebuconazole 

Comprimento 

(mm) 

0,15 13,070,67 5 12,14 – 13,9 

0,03 13,412,05 5 10,93 – 16,11 

0,01 13,611,78 5 12,26 – 16,49 

Massa 

(g) 

0,15 0,0560,052 5 0,017 – 0,144 

0,03 0,0250,028 5 0,005 – 0,074 

0,01 0,0270,021 5 0,006 – 0,05 

 
 

Controle 

Comprimento

(mm) 

0,0 12,140,80 5 11,5 – 13,45 

Massa 

(g) 

0,0 0,020,010 5 0,002 – 0,03 

 

 

3.2.1.2 Alterações morfológicas 

 

 

 O número de alterações morfológicas nos grupos expostos aos agrotóxicos foi 

significativa em relação ao grupo controle (F(2, 9)=8,57; p<0,01) para atrazina e (F(2, 

9)= 14,44; p<0,01) para tebuconazole. O número de alterações foi significativo entre 

as concentrações 0,5 e 1 mg/L de atrazina e entre todas as concentrações para 

tebuconazole (Tukey, p<0,05). Dentre os 71 indivíduos expostos a atrazina que 

chegaram ao final dos 21 dias de teste, 34 apresentaram alterações morfológicas 

(47,88%). Sendo 41,2% (14) em 0,5 mg/L; 35,3% (12) em 1,0 mg/L e 23,5% (8) em 

4,8 mg/L. Todas as concentrações testadas de forma crônica resultaram em 

alterações (Tabela 5). 
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  As alterações morfológicas mais frequentes foram má formação na cavidade 

oral (19; 55,88%) e inchaço no abdômen (14; 41,17%). As alterações na cavidade 

oral foram evidentes, apresentado deformação ou ausência de mandíbula, ausência 

de uma ou mais fileiras inteiras de dentículos, fileiras de dentículos tortas, dentículos 

falhos ou ausentes (figuras 11, 12 e 13). O inchaço se caracterizou pela saliência do 

intestino. As outras alterações morfológicas foram rompimento intestinal (1; 1,4%), 

observado na concentração 0,5 mg/L e deformação no corpo (2; 2,8%), observado 

nas concentrações 4,8 e 1 mg/L (Figuras 7, 8 e 9). 

 Dentre os 74 indivíduos expostos a tebuconazole que chegaram ao final dos 21 

dias de teste, 35 apresentaram alterações morfológicas (47,2%). Sendo 28,6% (10) 

em 0,01 mg/L; 40% (14) em 0,03 mg/L e 31,4% (11) em 0,15 mg/L. As alterações 

morfológicas identificadas foram má formação na cavidade oral (18; 51,4%) e 

inchaço no abdômen (17; 48,57%) (Tabela 5). 

 Nos indivíduos do controle foram observadas três (13,6% ) casos de inchaço no 

abdômen. 

 

Tabela 5 - Número de alterações morfológicas em Physalaemus gracilis para cada 
concentração de atrazina e tebuconazole em exposição crônica. Um indivíduo pode 
apresentar mais de um tipo de alteração. UFFS, Campus Erechim, 2016. 

Agrotóxico 
mg/L 

Indivíduos 
analisados 

Número de 
alterações 

Tipo de alteração 

Cavidade oral Corpo 
Edema 
intestino 

   A/DM AFD FT DF   

Atrazina         
0,5 29 14 2 7 - - - 5 
1 24 12 4 2 2 - 1 5 

4,8 
 

18 8 1 2 - - 1 4 

Tebuconazole         
0,01 28 10 - 3 - 1 - 8 
0,03 30 14 4 4 - 2 - 7 
0,15 21 11 4 4 - 3 - 2 

Controle 22 3 - - - - - 3 
A/DM: Ausência ou deformação da mandíbula. AFD: Ausência de fileiras de dentículos. FT: Fileiras 
de dentículos tortas. DF: Dentículos falhos. 
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Figura 11 - Girino de Physalaemus gracilis do controle, sem alterações morfológicas. 

 

 

 

Figura 12 - Girino de Physalaemus gracilis com alteração morfológica. Dentículos falhos (DF) na 
fileira anterior. Fonte: Anderson Brum. 

 

 

 

Figura 13 - Girino de Physalaemus gracilis com alterações na morfologia oral. A. Ausência de fileiras 
de dentículos (AFD) na parte anterior e inferior, ausência de mandíbula posterior (AM). B. Ausência 
de fileiras inteiras de dentículos (AFD) na parte anterior e fileiras de dentículos tortas (FT). Fonte: 

Anderson Brum. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Neste estudo, atrazina mostrou baixa e tebuconazole média toxidade de 

acordo com Globally Harmonized System of Classification and Labelling of 

Chemicals (GHS, 2011), onde CL50<1mg/L indica alta toxidade; CL50 entre 1 e 10 

mg/L média toxidade e CL50 maior que 10mg/L baixa toxidade. 

 Para anfíbios resultados semelhantes a este estudo foram relatados para Bufo 

americanus (26,5 mg/L; HOWE et al., 1998) e Rana pipiens (47,6 mg/L; HOWE et 

al., 1998) para atrazina. Apesar da toxicidade aguda parecer alta para o ambiente, 

as concentrações crônicas ou subletais são as mais encontradas no ambiente de 

reprodução dos anfíbios. Nos ambiente aquáticos, em geral, as doses registradas 

para ambos os agrotóxicos são baixas.  Dosagens crônicas semelhantes as usadas 

neste estudo foram encontradas em águas superficiais para atrazina que pode 

chegar a 2,85 mg/L  (USEPA, 2016) e de 0,08 mg/L para tebuconazole (LEFRANCQ 

et al., 2017). No Brasil de acordo o ministério da saúde o valor máximo permitido na 

água potável para atrazina é de 0,02 mg/L e para  tebuconazole de 0,18 mg/L 

(BRASIL, PORTARIA 2914/2011). Neste caso, a lei brasileira permite uma 

concentração de tebuconazole maior do que a testada neste estudo. Dados como 

estes mostram um cenário de exposição crônica subletal provável para espécies não 

alvo, como os anfíbios (USEPA, 2016). 

A mortalidade dos indivíduos em concentrações crônicas pode ser 

considerada alta. Apesar destes dados serem apenas em condições laboratoriais, é 

possível pensar que em um ambiente natural, a morte de 21,11% dos expostos a 

atrazina e 17,77 % a tebuconazole significaria diminuição da população, e ao longo 

do tempo, declínio da espécie. Physalaemus gracilis pode ser resistente a estes dois 

agrotóxicos em relação a toxicidade aguda, mas a exposição a longo prazo em 

doses crônicas subletais causou mortalidade e efeitos na morfologia. 

 A exposição à atrazina e tebuconazole não produziu diferença no crescimento 

e massa nos girinos e está de acordo com os resultados encontrados em Xenopus 

laevis (COADY et al., 2005; SCAHILL, 2008) e Rana pipiens (ALLRAN & KARASOV, 

2000). Apesar de relatos de que atrazina pode causar redução de comprimento e 

peso em concentrações subletais como encontrados em Xenopus laevis (SULLIVAN 
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& SPENCE, 2003) e Hyla versicolor (DIANA et al., 2000). Diferentes resultados 

refletem as respostas específicas da espécie para cada agrotóxico e o mecanismo 

de desintoxicação envolvido dependendo da espécie considerada (TONI, 2010). 

 As alterações morfológicas identificadas em todas as concentrações testadas 

são sinais típicos de toxicidade e podem ser consideradas malformações. Alterações 

relacionadas à cavidade oral podem prejudicar a alimentação dos girinos e afetar a 

sua capacidade de sobrevivência (DAVID et al., 2012). Malformação na boca, além 

de outras anomalias, foram também encontradas em embriões e girinos de Rhinella 

arenarum expostos a Atrazina (SVARTZ et al., 2012), como também foram 

constatados em indivíduos expostos ao herbicida glifosato em Physalaemus cuvieri 

e Rhinella icterica (ALMEIDA, 2014) e em girinos de Scinax nasicus (LAJMANOVICH 

et al., 2003). 

 Outras alterações morfológicas, como a deformação constatada no corpo dos 

girinos expostos a atrazina caracteriza-se por uma retração nas áreas laterais e 

também foi encontrada por Iglesias (2015), em Physalaemus nattereri expostos ao 

herbicida glifosato. Malformação no intestino já foi relatado para Xenopus laevis 

exposto a atrazina (LENKOWSKI et al., 2010) e Physalaemus cuvieri expostos ao 

glifosato (ALMEIDA, 2014). Para tebuconazole, pouco foi realizado em relação a 

malformações em anfíbios. Embriões de Xenopus laevis, expostos aos fungicidas 

triadimefon, cyproconazole e tebuconazole apresentaram desenvolvimento anormal 

da cabeça e semelhantes alterações nas estruturas orais, como uma redução da 

maxila e da mandíbula (DI RENZO et al., 2011). Para girinos de Hyla intermedia 

exposto a tebuconazole foi relatado anormalidades na boca além de outras 

alterações como malformações da cauda e deficiência dos membros (BERNABÒ et 

al., 2016). Casos de malformações causados por tebuconazole como microcefalia e 

corpo atrofiado também foram relatados em embriões de Xenopus tropicalis (LI et 

al., 2016). Outro fungicida testado na formulação comercial, Maxim® XL, causou 

microcefalia e curvaturas axiais em Rhinella arenarum (SVARTZ et al., 2016). 

Nem todos os girinos expostos às formulações comerciais de atrazina e 

tebuconazole tiveram alterações morfológicas. No entanto, todas as concentrações 

crônicas testadas causaram algum tipo de alteração. A sobrevivência foi de 78,8% 

em atrazina e 82,2% em tebuconazole – e destes que sobreviveram, somente cerca 

de metade não apresentaram alterações (52,1% em atrazina e 52,7% em 

tebuconazole). 
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Os efeitos de atrazina em anfíbios já foram bem documentados. É potencial 

disruptor endócrino (HAYES et al., 2002, 2003), afeta a metamorfose (FREEMAN & 

RAYBUM, 2005). Produz alterações na atividade de enzimas antioxidantes como 

redução de atividade Glutationa S-tranferase contatado em anfíbios de L. ocellatus 

(BRODEUR et al., 2011) e também é responsável pela produção de danos 

oxidativos as células causada pelo aumento de espécies reativas, as quais induzem 

danos em várias macromoléculas, incluindo lipídeos e proteínas (FALFUSHINSKA et 

al., 2008; SNYDER et al., 2017). Além disso, produz anomalias gonodais (HAYES, 

2002) como as encontradas em Rana clamitans (COADY et al., 2004) e Xenopus 

laevis (CARR et al., 2003; TAVERA-MENDOZA et al., 2002), que pode prejudicar a 

reprodução em anfíbios. Outros tipos de alterações morfológicas foram causadas 

pela atrazina, como edemas e deformações na cauda (ALLRAN & KARASOV, 

2001), falta de pigmentação e curvatura na coluna (SCAHILL, 2008) e malformações 

dos membros (BRODEUR et al., 2011). 

O problema disso é que esse herbicida é amplamente utilizado (SOLOMON et 

al., 1996; ANDRUS et al., 2013; SNYDER et al., 2017) e apesar de ser um herbicida 

relativamente móvel e não se bioacumular de forma apreciável, o mesmo é 

persistente na água e está sujeito a degradação biológica (SOLOMON et al., 1996). 

As concentrações de resíduos nos ecossistemas aquáticos são maiores após as 

aplicações em áreas agrícolas (SOLOMON et al., 1996) e podem estar dentro das 

faixas testadas em laboratório. Além disso, os anfíbios desenvolvem-se nesses 

locais que podem receber e concentrar atrazina (KNUTSON et al., 2004). 

Ao contrário de atrazina, pouco se sabe sobre a toxicidade aguda e crônica 

de tebuconazole em anfíbios (POULSEN et al., 2015; BERNABÒ et al., 2016; LI et 

al., 2016), apesar de ser um fungicida amplamente utilizado e encontrado no 

ambiente (SMALLING et al., 2015). A falta de estudos sobre o efeito deste fungicida, 

deixa dúvidas sobre como espécies não alvo, como anfíbios, sobrevivem em 

ambientes contaminados. 

Mortalidade e alterações morfológicas foram os fatores analisados neste 

estudo pela exposição à formulação comercial de atrazina e tebuconazole. A 

mortalidade causa diminuição nas populações e alterações morfológicas são 

malformações que podem levar a dificuldade na alimentação e fuga de predadores 

(SVARTZ et al., 2012). Physalaemus gracilis, assim como muitos anfíbios, vive em 

ambientes que tem dessecação rápida, e necessitam estar em condições 
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adequadas para a metamorfose para a vida adulta. Esses ambientes lóticos também 

podem concentrar mais agrotóxicos, e neste caso, anfíbios podem estar mais 

sujeitos aos efeitos crônicos de exposição (BLAUSTEIN et al., 2003). 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

As formulações comerciais de atrazina e tebuconazole foram tóxicas para 

girinos de Physalaemus gracilis e a mortalidade foi significativamente maior nas 

dosagens mais altas de ambos os agrotóxicos. A exposição a doses crônicas foram 

suficientes para causar alterações morfológicas em todas as concentrações testadas 

principalmente na cavidade oral em Physalaemus gracilis e podem ser prejudiciais a 

sobrevivência da espécie. Sugerimos que o uso dos agrotóxicos nas proximidades 

de habitats de anfíbios deva ser mais estudado, uma vez que o declínio de espécies 

de anfíbios pode ter impacto significativo nos ecossistemas naturais, pela 

fundamental importância dessas populações na dinâmica trófica e manutenção do 

ecossistema. 
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3.2 CAPÍTULO 2 

 

ALTERAÇÕES BIOQUÍMICAS EM GIRINOS DE Physalaemus gracilis 

EXPOSTOS Á ATRAZINA E TEBUCONAZOLE 

 

Resumo 

 

Os agrotóxicos, representados por substâncias químicas tem objetivo de controlar as 

pragas agrícolas. Entretanto podem ser prejudiciais aos sistemas biológicos de 

diversos organismos aquáticos. Neste sentido é importante avaliar esses efeitos 

através de biomarcadores que fornecem informações sobre a resposta a 

contaminantes em um organismo. Este estudo teve como objetivo verificar os efeitos 

do herbicida atrazina e do fungicida tebuconazole sobre o perfil antioxidante e 

possível dano oxidativo em girinos de Physalaemus gracilis. Foram realizados testes 

de toxidade crônica nas seguintes concentrações: atrazina (4,8, 1 e 0,5 mg/L) e 

tebuconazole (0,15, 0,03 e 0,01 mg/L). Foram utilizados cinco girinos, mantidos em 

um recipiente de vidro de 500 mL, em seis réplicas para cada tratamento de atrazina 

e tebuconazole e seis réplicas para o controle, durante 21 dias. O “n” amostral foi de 

seis sendo utilizado pool de cinco girinos em cada réplica. Ao final dos 21 dias de 

exposição os girinos foram eutanasiados e mantidos sob congelamento em 

nitrogênio líquido, após cada pool de cinco girinos foram homogeneizados com 

tampão Tris-HCl [50mM] pH 7,5. Este homogenato foi utilizado para todas as 

análises. Foram medidos: Enzima Acetilcolinesterase (AChE); Glutationa S-

tranferase (GST); Superóxido dismutase (SOD); Proteína carbonil; Substâncias 

reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS) e Tióis não protéicos (NPSH). Os girinos 

expostos a atrazina e tebuconazole apresentaram inibição significativa da atividade 

da AChE, aumento de atividade da GST e SOD. Também ocorreu aumento nos 

níveis de proteína carbonil e TBARS. Não foram observadas alterações em níveis de 

NPSH. A exposição aos agrotóxicos testados desencadeou uma resposta 

antioxidante representada pelo aumento da atividade das enzimas GST e SOD. O 

dano oxidativo foi observado pelo aumento da peroxidação lipídica e carbonilação de 

proteínas em girinos de Physalaemus gracilis.  

Palavras-chaves: Biomarcadores. Parâmetros enzimáticos. Dano oxidativo. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A demanda por alimentos poderá futuramente resultar na conversão de 

ecossistemas naturais em áreas agrícolas, o que representaria aumento no uso de 

agrotóxicos ao redor do mundo (BRODEUR et al., 2011). Os diferentes 

agroquímicos, e ou agrotóxicos de diferentes classes e composição química ao 

atingir recursos hídricos podem prejudicar espécies aquáticas bastante sensíveis à 

contaminação do ambiente. Com isso, existe a necessidades de compreender e 

avaliar os efeitos biológicos dessas substâncias através do estudo de biomarcadores 

em diferentes espécies que habitam ambientes aquáticos, incluindo anfíbios 

(ALPUCHE-GUAL & GOLD-BOUCHOT, 2008; SNYDER et al., 2017). 

Os biomarcadores são definidos como alterações suborgânicas, que ocorrem 

em níveis celular, bioquímico, molecular ou fisiológico, que podem ser mensuradas 

em células, fluídos corporais, tecidos e órgãos dentro do organismo e que podem 

ser indicativo de exposição ou efeito de um contaminante (VAN DER OOST, 2003; 

LAM, 2009). Os biomarcadores bioquímicos são considerados ferramentas simples 

de resposta a contaminantes e fornecem informações rápidas e precoces da 

presença de contaminantes no ambiente (AMORIM, 2003). 

Os poluentes ambientais, podem provocar um aumento na produção de 

espécies reativas ao oxigênio (EROs), com redução de defesas antioxidantes em 

organismos aquáticos, ocasionando assim, uma situação de estresse oxidativo. O 

estresse oxidativo é um processo fisiopatológico, que ocorre em situações em que 

há um desequilíbrio entre a produção de EROs e sua detoxificação pelos sistemas 

antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos presentes nos organismos (AHMAD et 

al., 2000; FERREIRA et al., 2010). As EROs são radicais livres ou moléculas 

reativas instáveis formadas durante os processos de oxidações biológicas que 

ocorrem nos diferentes organismos vivos no funcionamento normal das células. 

Entretanto, seu excesso pode ser prejudicial, podendo causar danos oxidativos às 

macromoléculas, peroxidação de lipídios da membrana e prejuízos ao 

funcionamento da atividade das enzimas, podendo causar também oxidação de 

proteínas (FALFUSHINSKA et al., 2008; CLASEN et al., 2012). 

 



59 

 

Para a defesa contra os danos oxidativos, o organismo animal possui 

mecanismos antioxidantes, que podem ser: enzimáticas ou mecanismos de proteção 

não enzimáticos. Dentre as principais enzimas antioxidantes estão as enzimas 

superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) 

(NOCTOR & FOYER, 1998; ALMEIDA et al., 2007; OSSANA et al., 2013). A SOD é 

uma das principais enzimas antioxidantes responsável pela primeira linha de defesa 

da célula contra EROs, atuando na catalisação da reação de O2
- em O2 e H2O2. Pelo 

mecanismo de reação que se inicia com a redução da enzima pelo superóxido, 

resultando na formação de oxigênio (SHARMA et al., 2012). A enzima glutationa S-

transferase (GST), uma enzima de biotransformação, catalisa a conjugação da 

molécula de glutationa a várias outras moléculas, e possuem um papel fundamental 

em mecanismos de desintoxicação intracelular de compostos químicos, como 

herbicidas e fungicidas (CHELVANAYAGAM et al., 2001; FAROMBI et al., 2007; 

MODESTO & MARTINEZ, 2010). 

Para avaliar possíveis danos ao sistema nervoso, a avaliação da atividade da 

enzima Acetilcolinesterase é de grande importância. A inibição dessa enzima pode 

afetar a locomoção e o equilíbrio em organismos expostos a pesticidas e pode 

impedir a alimentação, os reflexos e o comportamento reprodutivo (MIRON et al., 

2005). A inibição da acetilcolinesterase afeta animais devido ao papel central desta 

enzima para regular os níveis de acetilcolina neurotransmissor do sistema nervoso 

central, e junção neuromuscular nas sinapses simpáticas (SANCHO et al., 2000). 

Para peixes a inibição da acetilcolinesterase pode ser perigosa, principalmente por 

atingir a atividade natatória, comprometendo a alimentação e a fuga de seus 

predadores (BÁLINT et al., 1995). Neste sentido, torna-se importante analisar os 

efeitos de agroquímicos sobre a atividade da enzima AChE em outros organismos 

aquáticos, em especifico os anfíbios. 

Além das enzimas antioxidantes que o organismo apresenta para neutralizar 

as EROs, existem antioxidantes não-enzimáticos que auxiliam na defesa contra 

radicais livres, que podem responder à contaminação ambiental com variações nas 

suas concentrações (VAN DER OOST et al., 2003), entre eles podemos citar:  

grupamentos tióis não-proteicos (SH não ligados a proteínas). A GSH (glutationa 

reduzida) formada pela união dos aminoácidos: glutamato, cisteína e glicina. Este 

tripeptídeo é o grupamento não-proteico mais abundante presente nas células 

animais (OROPESA et al., 2009).  A GSH está envolvida em numerosos processos 
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que são essenciais para as funções biológicas normais, como a síntese de DNA e 

proteínas. Desse modo a sua oxidação pode diminuir a síntese proteica (MENEZES 

et al., 2016). Também ajuda as células em seu processo de detoxificação, 

protegendo as células através da conjugação com substâncias tóxicas, resultando 

em um intermediário menos tóxico, que pode ser excretado, reduzindo as injúrias 

nas células (MARAN et al., 2009). 

Quando as defesas enzimáticas e não enzimáticas não são suficientes para 

neutralizar a formação de EROs proveniente da metabolização de produtos 

endógenos e exógenos, causa ao organismo o estresse oxidativo. O dano oxidativo 

causado afeta o funcionamento da célula, podendo afetar proteínas, causar 

inativação de enzimas, peroxidação lipídica e danos ao DNA (VALKO et al., 2006; 

MONTEIRO et al., 2006). Como marcadores de estresse oxidativo podem ser 

utilizados análises dos níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), indicativo de peroxidação lipídica, bem como a dosagem do conteúdo de 

proteína carbonil (MENEZES et al., 2016).  

A peroxidação lipídica ocorre quando os radicais livres atacam o ácido graxo 

insaturado, causando danos na membrana celular, afetando sua estrutura e função 

(TONI et al., 2011). Também pode ocorrer a formação de proteína carbonil. Os 

EROs conduzem  a mudança da estrutura e função das proteínas em uma situação 

de estresse oxidativo (ALMROTH et al., 2005; SHAO et al., 2012). 

Vários estudos têm sido conduzidos no sentido de investigar alterações 

bioquímicas provocadas em peixes expostos a pesticidas (MODESTO & MARTINEZ, 

2010; FERREIRA et al., 2010; TONI et al., 2010, MENEZES et al., 2016a). No 

entanto, ainda são escassos os trabalhos que abordam essas alterações em 

anfíbios anuros (ATTADEMO et al., 2011; DAVID et al., 2012; GRIPP et al., 2017;), 

especificamente a toxicidade do herbicida atrazina e o fungicida tebuconazole em 

Physalaemus gracilis.  O conhecimento das respostas bioquímicas nesta espécie 

pode servir como ferramenta, podendo no futuro ser empregada em programas para 

avaliação de risco ambiental. 

O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos do herbicida atrazina e do 

fungicida tebuconazole sobre o perfil antioxidante, medindo-se as enzimas: 

acetilcolinesterase (AChE) , glutationa S-transferase (GST), e superóxido dismutase 

(SOD), e os níveis de tióis não proteicos (NPSH) como antioxidante não enzimático. 

Investigar possível dano oxidativo, medindo-se níveis de TBARS (substâncias 



61 

 

reativas ao ácido tiobarbitúrico) e de proteína carbonil em girinos de Physalaemus 

gracilis. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Agrotóxicos 

 

 

Foram realizados testes de toxicidade aquática utilizando os agrotóxicos, 

atrazina, herbicida produto comercial Atrazina Siptran® SC 500 g/L e tebuconazole, 

fungicida produto comercial Rival 200 EC 200 g/L. 

 

 

2.2 Espécie teste 

 

 

Foi selecionada a espécie Physalaemus gracilis, uma espécie de anfíbios da 

família Leptodactylidae, conhecida popularmente por rã-chorona, com distribuição 

geográfica no Sul do Brasil, Argentina e Uruguai (LANGONE, 1994; Figura 1). 

 

 

Figura 1 – A. Indivíduo adulto de Physalaemus gracilis. Fonte: www.ra-bugio.org.br 
B. Girino de Physalaemus gracilis. 

 

 

2.3 Teste Toxicológico 

 

 

Foram realizados testes de toxidade crônica para atrazina e tebuconazole, 

nas concentrações 4,8, 1 e 0,5 mg/L para atrazina e 0,15, 0,03 e 0,01 mg/L para 

A B 
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tebuconazole. Foram utilizados cinco girinos, mantidos em um recipiente de vidro de 

500 mL, preparadas seis réplicas para cada tratamento de atrazina e tebuconazole e 

seis réplicas para o controle, durante 21 dias. Os girinos foram alimentados uma vez 

ao dia durante o teste, usando ração farelada, com no mínimo 40% de proteína 

bruta. Utilizou-se para os testes água de poço artesiano. A água mantida na 

temperatura de 23ºC (± 1 ºC) e oxigênio dissolvido 5,0 (± 1,0 mg/L). No laboratório 

usou-se ar condicionado quente/frio mantida a temperatura entre 23 e 25 oC. 

 

 

2.4 Análises Bioquímicas 

 

 

Ao final do teste crônico os girinos foram eutanasiados e mantidos sob 

congelamento em nitrogênio líquido e enviados ao Laboratório de Toxicologia 

Aquática (LABTaq) da Universidade Federal de Santa Maria para análises 

bioquímicas. Foram medidos: Enzima Acetilcolisterase (AChE); Glutationa S-

tranferase (GST); Superóxido dismutase (SOD); Proteína carbonil; TBARS e Tióis 

não protéicos (NPSH). 

Os girinos foram homogeneizados inteiros (50 mg) com tampão de Tris-HCl 

[50mM] a pH 7,5 e centrifugado a 3000 rpm durante 10 min. Este homogenado foi 

utilizado para todas as análises seguintes. Todas as medidas foram feitas em 

duplicata. 

 

 

2.4.1 Atividade AChE 

 

 

A atividade AChE foi medida utilizando o método descrito por Ellman et al. 

(1961) com algumas modificações. As alíquotas de sobrenadante (0,1 mL) foram 

incubadas a 30°C durante 2 min com uma solução contendo tampão de fosfato de 

sódio 0,1 M pH 7,5 e 1 mM de DTNB. Após o período de incubação, a reação foi 

iniciada pela adição de ASCH (0,5 mM). O volume final foi de 2,0 mL. A absorbância 

foi medida por espectrofotometria (espectrofotômetro Femto Scan) a 412 nm, 
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durante 2 min. A atividade da enzima foi expressa em µmol de ASCH 

hidrolisado/min/mg de proteína. 

 

 

2.4.2 Atividade GST 

 

 

A atividade foi determinada nos girinos por uma modificação do procedimento 

descrito por Habig et al. (1974). Esta análise foi realizada no espectrofotômetro de 

microplacas. A mistura de ensaio consistiu em 10 µl de homogenato, 150 µl de 

tampão de fosfato de potássio (TFK) [20 mM] a pH 6,5 (mantida a 37 ° C em um 

banho de água), 50 mL de glutationa reduzida (GSH) e 50 mL de 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A absorbância foi determinada em modo 

cinético a 340 nm durante 2 minutos. A atividade de GST foi determinada utilizando 

o coeficiente de extinção de 9,6 mM/cm e expressa em µmol de GS-DNB/min/mg de 

proteína. 

 

 

2.4.3 Atividade SOD 

 

 

 Atividade de SOD foi realizada em girinos por modificação de Misra & 

Fridovich (1972). Este método foi baseado na inibição da reação de radical 

superóxido com adrenalina. A SOD presente na amostra compete com o sistema de 

detecção para o radical superóxido. A oxidação de adrenalina conduz à formação do 

produto colorido, adrenocromo, que é detectado utilizando um espectrofotômetro. 

Volumes distintos de homogeneizado (5, 10, 15 e 20 uL) foram pipetados para 

microplacas e 190, 185, 180 e 175 µl de NaOH glicina-[50 mM] pH 10,6 (mantida a 

37°C em banho de água), respectivamente, e 5 uL da adrenalina [60 mM]. A 

absorbância foi lida em modo de cinética a 480 nm durante 10 minutos. A atividade 

da SOD foi expresso em UI SOD proteína/mg. Uma unidade de SOD foi definida 

como a quantidade de enzima que inibe a oxidação da adrenalina em 50%. 
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2.4.4 Níveis de NPSH 

 

 

Níveis de NPSH foram determinados nos girinos por uma modificação do 

método de Ellman (1959). 100 µL do homogeneizado foi misturado com 100 µL de 

ácido tricloroacético a 10% (TCA), seguido por centrifugação a 3000 rpm durante 10 

min. O homogenado desproteinizado, foi pipetado na proporção de 30 µl para 

microplaca, 70 µL de água destilada, 100 µL de tampão de fosfato de potássio (TFK) 

[50 mM] pH 7,0, e 10 µl de  ácido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) (DTNB) [10 milímetros]. 

A microplaca foi incubada no escuro durante 20 minutos. A absorbância foi lida em 

412 nm. Níveis de NPSH foram expressas como µmol SH/g de tecido. 

 

 

2.4.5 Ensaio de Proteína Carbonilada 

 

 

Os níveis de proteína carbonilada foram dosados nos girinos por modificação 

do método descrito por Yan et al. (1995). No ensaio 200 µL do homogeneizado 

misturados á 800 µl de água destilada e 150 ul de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) 

[10 nm] em ácido clorídrico 2N foram incubados no escuro em temperatura 

ambiente. Após incubação durante 60 minutos, foram adicionados sequencialmente: 

125 µL de dodecilsulfato de sódio (SDS) a 3%, 500 mL de etanol e 500 mL de 

heptano. Esta mistura foi agitada em vórtice durante 30 segundos e centrifugou-se a 

3000 rpm durante 15 minutos. Em seguida, a proteína isolada a partir da interface foi 

lavado por ressuspensão em etanol/acetato de etilo (1:1). Depois adicionou-se 250 

µL de SDS a 3% e agitadas novamente. A mistura foi pipetada para uma microplaca. 

O ensaio foi realizado em duplicata e um tubo em branco incubadas com HCl 2N 

sem DNPH foi incluída para cada amostra. A absorbância foi medida em modo 

endpoint a 370 nm. O total de carbonilação foi calculada usando um coeficiente de 

extinção molar de 22.000 M/cm. O conteúdo carbonil proteína foi expressa como 

nmol de proteína carbonilada/mg. 

 

 

2.4.6 Estimativa de peroxidação lipídica 
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A peroxidação lipídica foi medida nos girinos por a produção de Ácido 

Tiobarbitúrico Espécies Reativas (TBARS) e de acordo com método Buege & Aust 

(1978) com algumas modificações. 100 µL do homogeneizado foi misturado com 100 

mL de TCA a 10%, seguido por centrifugação a 3000 rpm durante 10 min. 100 µl de 

sobrenadante foi misturado com 100 mL de ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) [0,67%]. A 

mistura foi incubada a 100°C, durante 30 minutos. 150 µl do sobrenadante foi 

pipetado para microplacas. A absorbância foi lida em modo de ponto final a 532 nm. 

A peroxidação lipídica (LPO) foi expressa em nmol de MDA/mg proteína. 

 

 

2.5 Análises dos Dados 

 

 

Os parâmetros bioquímicos foram analisados utilizando análise de variância 

unidirecional (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey e 

expressas como média ± erro padrão. As diferenças foram consideradas 

significativas a um nível de probabilidade de P <0,05 entre tratamentos e controle. 

Para realização das análises foi utilizado o software GraphPad prism. 
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Atividade da enzima AChE 

 

 

 Os girinos expostos a 0,5 mg/L de atrazina apresentaram inibição significativa 

da atividade AChE em comparação ao grupo controle, mas os expostos a 1 e 4,8 

mg/L não mostraram diferença em relação ao controle (Figura 2). A comparação 

entre os tratamentos com atrazina mostrou que a atividade da AChE aumentou com 

o aumento da concentração do herbicida. 

Na exposição à tebuconazole ocorreu inibição da atividade AChE. Ocorreu 

inibição em todas as concentrações testadas em comparação com o grupo controle 

(Figura 3). Ocorrendo diferença na concentração 0,15 mg/L comparado aos demais 

tratamentos. 

 

 

Figura 2 - Atividade AChE em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao herbicida atrazina. Os 

dados representam a média   SD (n = 6).  Diferentes letras mostram diferenças significativas em 
relação ao grupo controle (p ≤ 0,05). 
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Figura 3 - Atividade AChE em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao fungicida tebuconazole. 

Os dados representam a média   SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenças significativas em 
relação ao grupo controle (p ≤ 0,05). 

 

 

3.2 Atividade da enzima GST 

 

 

 A exposição á atrazina aumentou a atividade GST nas concentrações 1 e 4,8 

mg/L e não mudou para 0,5 mg/L em comparação com o grupo controle. A atividade 

foi maior nas duas concentrações mais altas testadas (Figura 4). Na exposição ao 

tebuconazole a atividade foi mantida nos valores do controle em girinos expostos a 

0,03 mg/L e aumentou em 0,01 e 0,15 mg/L comparado ao grupo controle. A 

atividade da GST foi maior na concentração de 0,15 mg/L comparado aos outros 

tratamentos (Figura 5). 
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Figura 4 - Atividade GST em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao herbicida atrazina. Os 

dados representam a média   SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenças significativas em 
relação ao grupo controle (p ≤ 0,05). 

 

 

 

Figura 5 – Atividade GST em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao fungicida tebuconazole. Os 

dados representam a média   SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenças significativas em 
relação ao grupo controle (p ≤ 0,05). 

 

 

3.3 Atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) 

 

 

 Atividade SOD aumentou na concentração 4,8 mg/L na exposição a atrazina, 

não diferindo nas demais concentrações quando comparados ao controle (Figura 6). 

Nos girinos expostos a tebuconazole não ocorreu diferença significativa na atividade 

da SOD entre as concentrações testadas com o grupo controle (Figura 7). 
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Figura 6 – Atividade SOD em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao herbicida atrazina. Os 

dados representam a média   SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenças significativas em 
relação ao grupo controle (p ≤ 0,05). 

 

 

 

Figura 7 – Atividade SOD em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao fungicida tebuconazole. Os 

dados representam a média   SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenças significativas em 
relação ao grupo controle (p ≤ 0,05). 

 

 

3.4 Níveis de tióis não protéicos (NPSH) 

 

 

 A exposição à atrazina ou a tebuconazole não mostrou quaisquer alterações 

nos níveis de NPSH para todos os grupos expostos (figuras 8 e 9). 
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Figura 8 – NPSH em girinos de Physalemus gracilis expostos ao herbicida atrazina. Os dados 

representam a média   SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenças significativas em relação ao 
grupo controle (p ≤ 0,05). 

 

 

 

Figura 9 – NPSH em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao fungicida tebuconazole. Os dados 
representam a média   SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenças significativas em relação ao 

grupo controle (p ≤ 0,05). 

 

 

3.5 Proteína Carbonilada 

 

 

 Os níveis de proteína carbonil aumentaram em todas as concentrações em 

girinos expostos a atrazina comparado ao grupo controle, não ocorrendo diferença 

entre as concentrações testadas (Figura 10). Nos girinos expostos ao tebuconazole 

não ocorreu alteração nos níveis de proteína carbonil em 0,01 mg/L. Entretanto, 

ocorreu aumento significativo em  0,03 e 0,15 mg/L em comparação ao grupo 

controle (Figura 11). 
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Figura 10 – Carbonil em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao herbicida atrazina. Os dados 

representam a média   SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenças significativas em relação ao 
grupo controle (p ≤ 0,05). 

 

 

 

Figura 11 – Carbonil em girinos de Physalemus gracilis expostos ao fungicida tebuconazole. Os 

dados representam a média   SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenças significativas em 
relação ao grupo controle (p ≤ 0,05). 

 

 

3.6 TBARS 

 

 

 Os girinos expostos a 1 e 4,8 mg/L de atrazina apresentaram níveis mais 

elevados de TBARS em comparação ao grupo controle, mas naqueles expostos a 

0,5 mg/L não houve diferença em relação aos valores do controle (Figura 12). Os 

girinos expostos ao tebuconazole apresentaram níveis mais elevados de TBARS em 
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0,15 mg/L. Nas concentrações 0,01 e 0,03 mg/L não foram observadas alterações 

nos níveis de TBARS comparados ao controle (Figura 13). 

 

 

Figura 12 – TBARS em girinos de Physalaemus gracilis expostos ao herbicida atrazina. Os dados 

representam a média   SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenças significativas em relação ao 
grupo controle (p ≤ 0,05). 

 

 

 

Figura 13 – TBARS em girinos de Physalemus gracilis expostos ao fungicida tebuconazole. Os dados 

representam a média   SD (n = 6). Diferentes letras mostram diferenças significativas em relação ao 
grupo controle (p ≤ 0,05). 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Os agrotóxicos podem induzir dano oxidativo através de vários mecanismos, 

tais como inativação de antioxidantes e enzimas associadas, levando à diminuição 

do potencial antioxidante. Outro mecanismo seria o aumento da geração de 

espécies reativas de oxigênio, causando danos as macromoléculas, e modificação 

de processos essenciais (BLAHOVÁ, 2013). 

 Após 21 dias de exposição verificou-se inibição da atividade da AChE em 

girinos expostos a 0,5 mg/L de atrazina e em todas as concentrações testadas de 

tebuconazole. Os efeitos inibitórios mostrados neste trabalho em girinos para esta 

enzima representam o acúmulo do neurotransmissor acetilcolina na fenda sináptica. 

Para corroborar os resultados mostrando a relação entre a inibição enzimática e 

efeitos no comportamento dos girinos observou-se neste estudo que os animais 

expostos aos agrotóxicos apresentaram letargia, redução no movimento natatório, 

bem como nado errático e desorientação. Resultados semelhantes foram 

encontrados para girinos de Pelophylax ridibundus Pseudepidalea viridis e Xenopus 

laevis mostrando inibição de acetilcolinesterase quando expostos ao inseticida 

methidathion (GÜNGORDÜ et al., 2016). A inibição da acetilcolinesterase é um 

efeito comum em girinos expostos à agrotóxicos. A atividade da AChE foi reduzida 

em Rana ridibunda exposta ao fungicida carbamato (FALFUSHINSKA et al., 2008). 

Em outras classes de vertebrados como os peixes, observa-se redução da atividade 

de AChE em carpas expostas à atrazina e ao inseticida clorpirifós (XING et al., 

2010).  Schmidel et al. (2014) também verificou inibição da acetilcolinesterase em 

cérebro de zebrafish expostos à atrazina. Os herbicidas clomazone e propanil 

também causaram inibição da acetilcolinesterase em cérebro e músculo de carpas 

expostas a herbicidas utilizados na cultura do arroz irrigado, e expostos nas 

condições de cultivo do arroz (MORAES et al., 2007; MORAES et al., 2009). Várias 

classes de agrotóxicos usados na rotina agrícola, como o glifosato inibem a 

atividade cerebral e muscular de jundiás Rhamdia quelen (GLUSCZAK et al., 2007) 

e piavas Leporinus obtusidens (GLUSCZAK, et al., 2006). Os efeitos clássicos da 

exposição de organismos aquáticos à agrotóxicos de uma forma geral remetem a 
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efeitos inibitórios. Quando a atividade desta enzima é reduzida, a acetilcolina não é 

hidrolisada e permanece acumulada nas sinapses, alterando todo o funcionamento 

normal do sistema nervoso (DUTTA & ARENDS, 2003). O acúmulo de acetilcolina 

devido à redução da atividade da enzima AChE pode afetar a locomoção e o 

equilíbrio de organismos e, consequentemente, o comportamento de fuga, 

interferindo diretamente na sobrevivência da espécie (BRETAUD et al., 2000; 

MORAES et al., 2009). De fato, os efeitos observados tanto para exposição dos 

girinos à atrazina como tebuconazole estão de acordo com o reportado na literatura 

acerca dos efeitos de agrotóxicos em organismos aquáticos.  

 Neste estudo, a exposição aos agrotóxicos atrazina e tebuconazole causaram 

alterações no perfil antioxidante de girinos de Physalaemus gracilis. Os níveis de 

GST aumentaram na exposição à atrazina nas concentrações mais altas. Observou-

se também um aumento da atividade na exposição ao tebuconazole nas 

concentrações de 0,01 e 0,15 mg/L, quando comparados ao grupo controle. Estes 

resultados de forma geral, estão de acordo com o já demonstrado na literatura, onde 

a atividade da GST pode ser alterada em locais poluídos e que a presença de 

contaminantes orgânicos pode levar ao aumento da atividade desta enzima 

(MACHALA et al., 1998). O aumento da atividade GST é uma resposta esperada 

uma vez que esta enzima está envolvida na biotransformação de vários poluentes e 

tem função importante na proteção dos tecidos contra os efeitos de xenobióticos 

(FERRARI et al., 2007; WANG et al., 2009). Os resultados do presente estudo estão 

de acordo com relatos da literatura considerando outros agrotóxicos em girinos 

expostos, onde também foi constatado o aumento da atividade da GST. Girinos de 

Pelophylax ridibundus e Xenopus laevis expostos ao methidathion mostraram 

aumento de GST (GÜNGORDÜ et al., 2013; GÜNGORDÜ et al., 2016), assim como 

Bufo regularis expostos à endosulfan e diazinon (EZEMONYE & TONGO, 2010). Em 

contrapartida, levando em consideração as diferenças inerentes a cada espécie e 

classe química de agrotóxico, foram relatados inibição da GST em Rhinella 

arenarum (LAJMANOVICH et al., 2011), Bufo viridis e Xenopus laevis (GÜNGORDÜ 

et al., 2016) expostos a glifosato e Scinax fuscovarius expostos a fipronil 

(MARGARIDO et al., 2013). Em um estudo de campo onde foram comparadas as 

atividades de GST em anfíbios adultos coletados em áreas de cultivo de soja e 

campos não impactados. Os autores relataram a inibição da GST hepática nos 

animais coletados nas áreas de cultivos, onde foram expostos a cipermetrina, 
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endosulfan, clorpirifós, atrazina e glifosato (BRODEUR, et al., 2011). Devido ao 

papel que as GSTs desempenham, a indução destas enzimas são consideradas 

como benéfico para lidar com uma condição de estresse. A inibição da GST pode 

ser causada por falha do processo de desintoxicação e o desenvolvimento de dano 

oxidativo (CATTANEO et al., 2012). Estudos com peixes também mostraram a 

inibição da atividade da GST por atrazina (MELA et al., 2013) e tebuconazole (TONI 

et al., 2011). Recentemente Snyder e colaboradores (2017) verificaram que a 

exposição à atrazina interfere negativamente em várias rotas metabólicas 

associadas com a obtenção de energia e metabolismo de purinas em duas espécies 

de anfíbios: Anaxirus americanus e Hyla versicolor. O presente estudo mostra 

claramente a resposta dos girinos, aumentando a atividade da GST que atua 

detoxificando o organismo de contaminantes químicos. Neste caso a espécie 

Physalaemus gracilis do estudo, foi capaz de remover pelo menos parcialmente 

possíveis resíduos de atrazina ou tebuconazole, mostrando uma resposta positiva 

em relação ao acúmulo destes agroquímicos no organismo. 

Entre as enzimas chave para a desintoxicação de ROS em todos os 

organismos, a superóxido dismutase (SOD) é essencial para a conversão de ROS 

em metabolitos inofensivos e pode ser aumentada ou inibida sob estresse químico 

(TONI et al., 2011; TONI et al., 2013). Neste estudo, somente a concentração mais 

alta do herbicida atrazina causou aumento na atividade SOD. Possivelmente 

concentrações mais baixas de atrazina, bem como a exposição ao tebuconazole não 

foram suficientes para causar alterações na atividade da superóxido dismutase 

neste estudo. O aumento na atividade de enzimas antioxidantes contribui para a 

eliminação de ROS, que são induzidos por exposição a xenobióticos. O aumento de 

enzimas como a SOD está relacionado às adaptações do organismo em situações 

de estresse induzida por contaminantes (LIVINGSTONE, 2001; BLAHOVÁ et al., 

2013). Em girinos de Bufo bufo gargarizans expostos à um inseticida (spirotetramat) 

usado em culturas de vegetais e frutas, foi observado aumento da atividade da SOD 

em 4 dias de exposição (YIN et al., 2014). Girinos de Lithobates catesbeiana 

expostos à glifosato também apresentaram aumento da atividade da SOD em fígado 

(COSTA et al., 2008). Estudos com peixes também demostraram aumento de 

atividades da enzima SOD quando expostos a atrazina (BLAHOVÁ et al., 2013; 

NWANI et al., 2010). No presente estudo, a atrazina não altera a atividade da SOD 
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em 0,5 e 1,0 mg/L, assim como Rhamdia quelen não apresentou alteração na 

atividade SOD quando exposto à atrazina (MELA et al., 2013).  

Os tióis não protéicos (NPSH) em sua maioria, representados pela glutationa 

(GSH), possuem um papel central na defesa antioxidante, contribuindo para uma 

série de processos, tais como a limpeza de radicais livres, redução de peróxidos e 

desintoxicação de compostos químicos (CNUBBEN et al., 2001). No presente 

estudo, não ocorreram alterações nos níveis de NPSH para todos os grupos 

expostos à atrazina e tebuconazole. Esta resposta não representa uma defesa 

contra os efeitos dos agrotóxicos testados e está de acordo com um estudo de 

campo onde, não houve alteração nos níveis de GSH em anfíbios adultos coletados 

em lavouras de soja (BRODEUR et al., 2011). Girinos de Rhinella arenarum também 

apresentaram redução de GSH quando expostas a diferentes concentrações do 

inseticida azinfos metilo (ROSENBAUM et al., 2012). Estudos com peixes mostraram 

respostas diferentes, o aumento de níveis de tióis não proteicos em Channa 

punctata em exposição ao inseticida deltametrina (KAUR et al., 2011) e redução na 

exposição ao  fungicida propiconazole (TABASSUM et al., 2016). 

A exposição à atrazina causou oxidação de proteínas nos girinos. Este efeito 

foi observado pelo aumento de proteína carbonil em todas as concentrações de 

atrazina testadas, quando comparadas ao controle. Observou-se também um 

aumento de proteína carbonil na exposição ao tebuconazole nas concentrações de 

0,03 e 0,15 mg/L. A oxidação de proteínas observada no presente estudo pode ser 

causada pelo aumento de espécies reativas, as quais induzem danos em várias 

macromoléculas, incluindo lipídeos e proteínas. Espécies reativas de oxigênio (ROS) 

são formadas continuamente nos organismos vivos, devido aos processos de 

oxidações biológicas e posteriormente de acordo com a quantidade formada, causa 

dano oxidativo nos organismos. De uma forma geral o aumento de ROS induz a uma 

oxidação de proteínas (OLIVER, 1987; VALAVANIDIS et al., 2006; FERREIRA et  

al., 2010; TONI et al., 2010).  O aumento de proteína carbonil observado no presente 

estudo está de acordo com o papel proposto para a proteína carbonil como um 

indicador de danos celulares. A exposição ao tebuconazole também causou 

aumento de proteína carbonil em Rhandia quelen (FERREIRA et al., 2010). 

Oxidação de proteínas também foi encontrado em Channa punctata expostos ao 

fungicida propiconazole (TABASSUM et al., 2016), como também em carpas 

(Cyprinus carpio) expostas ao herbicida clomazone (CATTANEO et al., 2012). A 
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carbonilação de proteínas observada no presente estudo pode estar relacionada ao 

aumento de níveis de TBARS devido à formação de ROS. Neste estudo, também foi 

verificado o aumento dos níveis de TBARS nas concentrações mais altas: 1 e 4,8 

mg/L de atrazina e 0,15 mg/L de tebuconazole, sugerindo dano lipídico aos tecidos 

dos girinos. A alteração nas atividades de peroxidação lípidica é um dos principais 

processos de estresse oxidativo causado por xenobióticos como agrotóxicos em 

organismos aquáticos (NWANI et al., 2013). 

A geração de TBARS causado pela exposição dos girinos nas concentrações 

mais altas de atrazina e tebuconazole é uma clara indicação de peroxidação lípidica. 

Os níveis de TBARS aumentados encontrados indicam claro dano oxidativo, pois as 

defesas antioxidantes do animal não foram suficientes para neutralizar os ROS, 

levando à ocorrência de peroxidação lipídica. A ausência de efeito nas 

concentrações mais baixas na geração de TBARS indicam que Physalaemus gracilis 

resistiu ao dano lipídico através de outros mecanismos antioxidantes, prevenindo um 

aumento da peroxidação lípidica. Um dos mecanismos pode ser a detoxificação 

através da GST, enzima que apresentou aumento de atividade para ambos 

agrotóxicos testados. Produtos lipofílicos da biotransformacão de certos xenobióticos 

são conjugados com a glutationa reduzida (GSH) pela enzima glutationa S-

transferase (GST), formando produtos mais solúveis e, facilitando a excreção dos 

mesmos (TRIDICO et al., 2010). Este pode ser um mecanismo utilizado pelos girinos 

para prevenir a peroxidação lipídica observada no presente estudo. 

 Resultados semelhantes foram observados em outros trabalhos que relatam 

aumento nos níveis de peroxidação lípidica em organismos aquáticos expostos a 

diferentes tipos de contaminantes. Por exemplo, houve aumento na peroxidação 

lípidica em girinos expostos aos herbicidas atrazina, glifosato e quinclorac (COSTA 

et al., 2008; DAVID et al., 2012; DORNELLES & OLIVEIRA, 2014). Em estudos com 

peixes foi confirmada elevado nível de peroxidação lípidica em resposta a exposição 

á atrazina (ELIA et al., 2002; NWANI et al., 2010) e também aos herbicidas glifosato 

(GLUSCZAK et al., 2007) e clomazone (CRESTANI et al., 2007; CATTANEO et al., 

2012). Resultados semelhantes foram observados na exposição a tebuconazole em 

Rhandia quelen (FERREIRA et  al., 2010) e Cyprinus carpio (TONI et al., 2011) e em 

Channa punctata expostos ao fungicida propiconazole (TABASSUM et al., 2016). 

As respostas aos danos oxidativos causados por estressores ambientais são 

um mecanismo adaptativo que permite a sobrevivência dos organismos. 
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Dependendo da intensidade do estressor, os animais podem ser incapazes de 

tolerar as mudanças que se seguem e exibir reações tais como inibição do 

crescimento, reprodução ou resposta imunitária reduzida (LIMA al., 2006; 

DORNELLES & OLIVEIRA, 2016). O uso de reservas de energia para manter a 

homeostase e a sobrevivência dos animais pode influenciar outros parâmetros 

biológicos, tais como desenvolvimento e sucesso reprodutivo (DORNELLES & 

OLIVEIRA, 2016). Em resumo a exposição ao herbicida atrazina e ao fungicida 

tebuconazole induz dano oxidativo em Physalaemus gracilis expostos em condição 

in vivo. A espécie mostrou uma clara resposta aos danos oxidativos gerados pela 

exposição aos agrotóxicos, e os marcadores de dano e antioxidantes utilizados 

poderão ser utilizados futuramente em estudos de campo para avaliação de áreas 

impactadas.  
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5 CONCLUSÃO 

 

 

O presente estudo mostrou que atrazina e tebuconazole podem causar efeitos 

indutores de dano oxidativo em girinos de Physalaemus gracilis. O aumento da 

peroxidação lipídica e proteína carbonil sugere que os danos oxidativos induzidos 

afetam lipídeos e proteínas podendo causar danos á atividade enzimática devido a 

oxidação de proteínas.  A utilização de biomarcadores é uma ferramenta importante 

para avaliar a sensibilidade de uma espécie em seu ambiente, pois a resposta a 

diferentes compostos são específicos de cada espécie. Nossos resultados 

mostraram o potencial de atrazina e tebuconazole para causar dano oxidativo 

durante o estágio larval de Physalaemus gracilis. 
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CONCLUSÕES 

 

 

 Em termos de toxidade aguda o fungicida com principio ativo tebuconazole 

mostrou-se mais tóxico para a espécie Physalaemus gracilis comparado ao 

principio ativo atrazina.  

 

 Os agrotóxicos atrazina e tebuconazole foram tóxicos para Physalaemus 

gracilis e a mortalidade dos girinos foi maior nas dosagens mais altas de 

ambos os agrotóxicos. 

 

 O comprimento e peso dos girinos não foram afetados na exposição aos 

dois agrotóxicos em estudo. 

 

 As doses subletais causaram deformidades em todas as concentrações 

testadas para ambos agrotóxicos, principalmente na cavidade oral desta 

espécie. 

 

 A inibição da atividade AChE representam o acúmulo do 

neurotransmissor acetilcolina na fenda sináptica causado pelo efeito 

tóxico dos agrotóxicos. 

 

 A exposição aos agrotóxicos causaram alterações no perfil antioxidante 

dos girinos de Physalaemus gracilis, observado pelo aumento da 

atividade GST que evidencia a tentativa de biotransformação e proteção 

dos tecidos contra os efeitos dos agrotóxicos. Também ocorreu aumento 

da atividade SOD que pode estar relacionado com a tentativa de 

neutralizar as EROs. 

 

 Não foram observadas alterações nos tióis. Esta resposta não 

representa uma defesa contra os efeitos dos agrotóxicos testados. 
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 O aumento dos níveis de TBARS e carbonilação de proteínas 

evidenciam uma situação de dano oxidativo para os dois agrotóxicos em 

estudo. 
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ANEXO A - TABELA DE CLASSIFICAÇÃO DE GOSNER (1960) 
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ANEXO B – AUTORIZAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL 
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ANEXO C – AUTORIZAÇÃO PARA ATIVIDADES COM FINALIDADE 
CIENTÍFICA PELO ICMBio. 
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