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RESUMO 

A expansão agrícola e o consumo de agrotóxicos em especial do herbicida Glifosato têm 

aumentado em valores alarmantes no Brasil e mundo. Em relação a isso surge uma grande 

preocupação sobre como animais não alvo são afetados por esses químicos. Dentre os 

vertebrados que mais tem sido ameaçados pelos agrotóxicos, estão os anfíbios, que devido a 

sua fisiologia e hábitos de vida são suscetíveis a contaminação aquática, e vêm enfrentando 

declínio no número de espécies nas últimas décadas. O presente estudo avaliou os efeitos 

agudos e crônicos (tóxicos e genotóxicos) de uma formulação comercial de Glifosato sobre 

girinos de duas espécies de anfíbios anuros nativos da América do Sul Physalaemus cuvieri 

e Physalaemus gracilis. Os girinos foram submetidos a concentrações ambientalmente 

relevantes e permitidas pela legislação brasileira. A partir de análises morfológicas 

constatou-se que o Glifosato causou alterações morfológicas principalemente na boca, 

intestino, cauda e membros, além de problemas no desenvolvimento dos girinos, como 

girinos menores e com atrasos de metamorfose. No ensaio de genotoxicidade, ocorreu 

alteração na frequência de aparecimento ou formação de Micronúcleos e outras 

anormalidades nucleares eritrocíticas (ENAs) significativas em relação ao controle, 

indicando danos genotóxicos. Este estudo mostrou que concentrações ambientalmente 

relevantes de Glifosato (65, 144, 280, 500, 700 e 1000µg/L) em períodos curtos de tempo 

foram capazes de causar anormalidades morfológicas e eritrocitárias em girinos das duas 

espécies estudadas. 

 

Palavras Chave: Anfíbios nativos, Alterações morfológicas, Herbicida, Toxicidade em 

girinos, Genotoxicidade em grinos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRAT 

Agricultural expansion and consumption of agrochemicals in particular of the herbicide 

Glyphosate have increased in alarming values in Brazil and worldwide. In relation to this 

arises a great concern about how non-target animals are affected by these chemicals. Among 

the vertebrates that have been most threatened by agrochemicals are amphibians, which due 

to their physiology and life habits are susceptible to aquatic contamination, and have been 

facing decline in the number of species in the last decades. The present study evaluated the 

acute and chronic effects (toxic and genotoxic) of a commercial formulation of Glyphosate 

on two species of tadpole of native anuran amphibians from South America Physalaemus 

cuvieri and Physalaemus gracilis. The tadpoles were submitted to concentrations that are 

environmentally relevant and allowed by Brazilian legislation. From morphological analyzes 

it was verified that Glyphosate caused morphological changes mainly in the mouth, intestine, 

tail, limbs, besides problems in the development of the tadpoles, as minor tadpoles and with 

metamorphosis delays. In the genotoxicity test, the caused a change in the frequency of 

formation of Micronuclei and other significant Erythrocyte Nuclear Abnormalities (ENAs) 

compared to the control, indicating genotoxic damages. This study shows that 

environmentally relevant concentrations of glyphosate in short periods of time are capable 

of causing morphological and erythrocyte abnormalities in both species studied. 

Keywords: Amphibians natives, Morphological changes, Herbicide, Toxicity in tadpoles, 

Genotoxicity in tadpoles. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

As vendas anuais de agrotóxicos no Brasil mais que dobraram entre os anos 2000 e 

2013 (aumentando de 246.284,53 ton em 2000 para 495.764,55 ton em 2013), com 

crescimento acentuado na região Centro-Sul do País (IBGE 2015). O Estado do Rio Grande 

do Sul configura-se como o quarto estado de maior volume de vendas de agrotóxicos 

(IBAMA, 2013).  

No Brasil os agrotóxicos são classificados e rotulados por grau de toxicidade em 

relação ao homem e/ou ambiente. De acordo com o decreto nº 4074/2002 de I a IV os 

agrotóxicos podem ser: extremamente tóxico (I), altamente tóxico (II), medianamente tóxico 

(III) e pouco tóxico (VI) (Brasil. Lei n° 7802/1989, Decreto Federal n° 4074/2002; Carneiro 

et al. 2012). De acordo com a 6ª edição dos Indicadores de Desenvolvimento Sustentável 

(IDS) do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE 2015), os produtos 

classificados como medianamente tóxicos são os mais vendidos no País (64,1%), seguidos 

dos produtos altamente tóxicos (27,7%).  

A Convenção de Estocolmo sobre Poluentes Orgânicos Persistentes indica que 10 

dos 12 produtos químicos mais perigosos e persistentes em água potável são os agrotóxicos 

(Hassan et al. 2015). A contaminação aquática pode ocorrer através da dispersão dos 

agrotóxicos por adsorção, lixiviação e erosão com escoamento, assim como por via direta, 

quando herbicidas são utilizados para controle de plantas aquáticas (Solomon et al. 2014). 

Os agrotóxicos presentes na água penetram nos organismos aquáticos de diversas formas, 

sendo as principais pela derme, brânquias e boca (Tomita 2002). Especificamente os anfíbios 

anuros podem ser afetados tanto nas fases de girino, (entrando em contato com suas 

brânquias e boca), como na fase de adulto (penetrando em sua pele altamente permeável).  

Independentemente da concentração do contaminante no meio aquático, os 

organismos podem apresentar processos de acumulação, chamados de bioconcentração ou 

bioacumulação, quando o foco é organismo; e biomagnificação quando se aborda a cadeia 

trófica (Costa 2008). A bioacumulação de certas substâncias nos organismos pode ter efeitos 

mutagênicos, carcinogênicos e teratogênicos (Spadotto et al. 2004). Estes efeitos mostram 

que práticas agrícolas intensivas podem ser altamente impactantes ao ambiente e estão 

diretamente relacionadas à redução da biodiversidade mesmo em concentrações baixas 

(Grisolia 2005).  

O Glifosato é o princípio ativo mais utilizado em agrotóxicos no mundo devido a sua 

alta eficácia no controle de ervas daninhas. Recentemente seu uso aumentou devido ao 
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cultivo de plantas geneticamente modificadas, resistentes ao Glifosato (Howe et al. 2004; 

Relyea e Jones 2009). O herbicida Roundup® possui registro em mais de 130 países, sendo 

o mais vendido no mundo para o controle de plantas daninhas em pré-plantio das lavouras 

(Monsanto 2017).  

Ainda que considerado seguro em ambientes terrestres, por ter alto potencial 

biodegradável e de adsorção (USEPA 1993), alguns estudos relatam que o Glifosato pode 

ocasionar alterações no equilíbrio da microfauna do solo, retardo no desenvolvimento e 

bioacumulação em Oligochaeta; além de reduzir a população de insetos e aves (Cox 1995; 

Andréa 2004; Santos et al. 2005). Estudos feitos com algas resultaram em alta mortalidade 

e inibição de crescimento quando expostas ao Glifosato (Turgut e Fomin 2002; Tsui e Chu 

2003; Vendrell et al. 2009). Também foram observadas alterações no crescimento e 

metabolismo de moluscos (Tate et al. 2000) e alterações nas atividades enzimáticas e 

mortalidade de peixes (Glusczak et al. 2007; Evrard et al. 2010; Salbego et al. 2010).  

Os anfíbios são os vertebrados mais ameaçados de extinção em todo o mundo e vêm 

sofrendo uma queda no número de especies em grandes proporções desde a década de 1980 

(Almeida 2014). Esta redução do número de espécies e dos tamanhos das populações pode 

estar atrelada a uma variedade de influências antropogênicas (Collins e Storfer 2003), 

principalmente no que diz respeito à contaminação das águas por agroquímicos ou outros 

poluentes de origem antrópica (Reeves 2014).  

Anfíbios são dependentes do ambiente aquático, principalmente para a reprodução e 

desenvolvimento dos estágios iniciais de vida. Devido a sua pele ser altamente permeável 

são vulneráveis à contaminação química, principalmente proveniente da poluição das águas 

por agrotóxicos (Hayes et al. 2006). De acordo com Arcaute et al. (2014) além da 

suscetibilidade a doenças e outros problemas a nível de desenvolvimento, a exposição a 

agrotóxicos pode induzir efeitos mais relevantes como lesões genéticas no DNA. Ensaios de 

laboratório encontraram correlações positivas com a exposição a pesticidas e aumento de 

problemas genotóxicos em anfíbios (Lajmanovich et al. 2005, 2014; Pérez – Iglesias 2015). 

Estudos tem mostrado que o Glifosato e outros agroquímicos vem afetando anfíbios 

anuros de diversas formas. Podem bioacumular (Smalling et al. 2015), causar perturbações 

so sistema endócrino (Mcmahon et al. 2013; Poulsen et al. 2015), alterações na laringe 

(Shenoy 2012) e perda de estrutura cartilaginosa (Schultz et al. 1985; Riggin e Schultz 1986; 

Lajmanovich et al. 1998, 2003), atrasos na metamorfose (Bernabó et al. 2016) e alterações 

morfológicas (Muniswamy et al. 2012). Substâncias químicas bioacumuladas na fase 

aquática podem permanecer concentradas durante a metamorfose, com transmissão de 

http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/397170669/bcl_397170669.htm#page_6
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/397170669/bcl_397170669.htm#page_6
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contaminantes através das fronteiras ecológicas (água e sedimento para plantas e animais). 

Esta transferência é relevante para a prole subsequente, ocorrendo também a passagem de 

contaminantes para os ovos (Metts et al. 2013).  

 Os ensaios ecotoxicologicos são realizados com organismos indicadores, que devido 

as suas características de pequeno limite de tolerância ecológica a determinadas substâncias 

químicas, apresentam alguma alteração, seja ela fisiológica, morfológica ou 

comportamental, quando expostos a determinados poluentes. Estes ensaios são denominados 

de bioensaios ou ensaios biológicos (Magalhães e Filho 2008; Rubinger 2009). Dentre os 

vertebrados, os estudos de ecotoxicologia aquática são realizados geralmente com peixes 

(Ghisi e Cestari 2013; Roy et al. 2016; Sobjak et al. 2017) e anfíbios (Muniswamy et al. 

2012; David e Kartheek 2015; Polo - Cavia et al. 2016). Anfíbios são de particular 

importância para estudos toxicológicos devido a sua sensibilidade a substancias químicas, 

tanto na água como no solo, suas características biológicas (pele permeável, ovos sem casca) 

e ciclo de vida (metamorfose e fase mais sensível na água), além das  interações ecológicas 

no ambiente aquático e terrestre (Daszak et al. 2003; Relyea et al.  2006). 

Os ensaios toxicológicos podem ser agudos e crônicos. Os ensaios agudos, visam 

avaliar letalidade (sobrevivência ou não dos organismos) em um curto período em relação 

ao ciclo de vida de um determinado organismo.  (Rand e Petrocelli 1985). Estes ensaios têm 

como objetivo verificar a mortalidade ou imobilidade que geralmente é expressa para 50% 

dos organismos por EC50, DL50, LC50. Já os ensaios de toxicidade crônica dependem 

diretamente dos resultados dos ensaios de toxicidade aguda, uma vez que as concentrações 

subletais são calculadas a partir da CL50. Comparado com os ensaios agudos, estes ensaios 

são mais sensíveis à diluição esperada em amostras ambientais. Avaliam a ação dos 

poluentes cujo efeito traduz-se pela resposta a um estímulo que continua por longo tempo 

(Rand e Potrocelli 1985). Geralmente este tipo de ensaio permite a sobrevivência do 

organismo, mas afeta uma ou várias de suas funções biológicas, interferindo, por exemplo, 

na reprodução, desenvolvimento de ovos, no crescimento entre outras anomalias (Magalhães 

e Filho 2008).  

Existem poucos estudos referentes ao efeito de contaminantes em anfíbios Sul 

Americanos (e.g. Zocche et al. 2013; Wolkowicz et al. 2014; Curi et al. 2017; Peltzer et al. 

2017), especialmente agrotóxicos (e.g. Svartz et al. 2012; Arcaute et al. 2014; Lajmanovich 

et al. 2014). No Brasil, os estudos nesta área são recentes e poucos grupos de pesquisa se 

dedicam a utilizar anfíbios como animais modelos para efeitos de agrotóxicos (e.g. Oliveira 

2016; Rissoli 2016; Macagnan et al. 2017). O Brasil possui a maior diversidade de espécies 

http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1620929336/bcl_1620929336.htm#page_7
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de anfíbios do mundo, com 1026 descritas (Sociedade Brasileira De Herpetologia 2015), ao 

mesmo tempo é um dos líderes mundiais de consumo de agrotóxicos (Faria et al. 2007). 

Esses fatos mostram a necessidade de estudos ecotoxicológicos com este grupo de 

vertebrados. 

Physalaemus é um dos maiores gêneros da família Leptodactylidae (Lourenço et al. 

2015). Atualmente contem 47 espécies reconhecidas (Frost 2017), distribuídas pela região 

norte e central da Argentina; Bolívia oriental; Paraguai; Uruguai; Brasil e as Guianas; terras 

baixas do sul da Venezuela e Ilanos do sudeste da Colômbia (Frost 2017). As espécies 

Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis, possuem hábitos de reprodução e distribuição 

geográfica semelhantes. Atualmente são classificadas na Lista Vermelha como Menos 

Preocupantes (LC – Least-Concern) devido a sua ampla gama de habitats, sendo conhecidas 

no Sul, Sudeste, Nordeste e Região Central do Brasil, além da Argentina, Paraguai e Uruguai 

(Langone 1994; Mijares et al. 2010; Herpeto.org 2017).  

Os ambientes de preferência para reprodução e o desenvolvimento larvário são os 

corpos d’água lênticos, como banhados e piscinas naturais temporárias. Estas espécies 

depositam seus ovos próximos ou entre a vegetação, em massas de espuma que produzem 

ao bater as pernas na água durante o amplexo (Barreto e Andrade 1995). Estes ambientes 

são comumente associados às áreas de agricultura, o que pode facilitar a contaminação por 

agrotóxicos em seus ambientes de reprodução (Achaval e Olmos 2003; Lenhardt et al. 2015). 

Por esses motivos e por tolerarem bem ambientes antropizados, as duas espécies constituem 

bons modelos para avaliação da suscetibilidade de espécies nativas a agrotóxicos. 

O presente estudo foi dividido em dois capítulos. No primeiro capítulo, intitulado 

“Efeito agudo e crônico do herbicida Glifosato em Physalaemus cuvieri e Physalaemus 

gracilis (Anura: Leptodactylidae)”, foi avaliada a sobrevivência, desenvolvimento e 

alterações morfológicas nestas duas espécies. No segundo capitulo, intitulado 

“Concentrações ambientais de Glifosato tem potencial genotóxico em anfíbios?  Efeito de 

uma formulação comercial de Glifosato em Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis 

(Anura, Leptodactyidae) ” foram analisados possíveis danos genéticos a partir de ensaio de 

frequência de Micronúcleo em girinos das duas espécies submetidas aos ensaios crônicos 

com Glifosato. 
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CAPITULO 1 

EFEITO AGUDO E CRÔNICO DO HERBICIDA GLIFOSATO EM Physalaemus 

cuvieri e Physalaemus gracilis (ANURA: LEPTODACTYLIDAE) 

 

RESUMO 

 

Anfíbios anuros vêm enfrentando um declínio populacional nos últimos anos, que está 

atrelado a diversas causas, entre elas, a perda de habitat e a poluição dos ambientes aquáticos, 

provenientes de químicos agrícolas. Os agrotóxicos mais utilizados nas lavouras atualmente 

são herbicidas e entre os herbicidas mais utilizados no mundo está o Glifosato. Herbicidas 

são considerados seguros a biota, porém, têm se mostrado perigosos para espécies não alvo, 

incluindo anfíbios. O presente estudo avaliou os efeitos agudos e crônicos de uma 

formulação comercial de Glifosato sobre girinos de duas espécies de anfíbios anuros nativos 

da América do Sul, Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis. Para tanto, foram coletadas 

desovas em meio natural e encaminhadas ao Laboratório de Ecologia e Conservação da 

Universidade Federal Fronteira Sul – UFFS, onde foram mantidas em condições controladas. 

Os ensaios toxicológicos agudos e crônicos iniciaram no estágio 25 de Gosner (1960). A 

CL50-96h foi de 1360µg/L para P. cuvieri e 1530µg/L para P. gracilis. Nos ensaios crônicos 

os girinos foram submetidos a doses permitidas pela legislação brasileira e a concentrações 

encontradas em ambientes naturais, para águas do Brasil e Argentina (65, 144, 280, 500, 700 

e 1000µg/L). Nos ensaios de desenvolvimento até metamorfose os girinos foram submetidos 

a concentração 280µg/L, permitida pela legislação brasileira (Conama 357/2005) para águas 

de classe III, que fazem parte de locais semelhantes aos habitats utilizados por estes animais 

em época reprodutiva. Os ensaios subletais de 14 dias ocasionaram efeitos agudos de 

mortalidade a partir de 48 horas de exposição para as duas espécies em estudo. O Glifosato 

causou malformações em praticamente todas as concentrações testadas. Nos ensaios de 

desenvolvimento metamórfico foi observado retardo da metamorfose para as duas espécies 

expostas, permanecendo em clímax metamórfico por uma média de 8 dias a mais do que o 

controle, bem como ocorreram anormalidades nos membros posteriores e cauda. Nas 

análises de avaliação de risco, a Máxima Concentração de Toxicante aceitável (Maximum 

Acceptable Toxicant Concentration – MATC) de Glifosato para mortalidade e malformação 

foi menor do que é permitido para águas brasileiras. A formulação de Glifosato testada nesta 

pesquisa apresentou alto risco ambiental agudo e crônico para as duas espécies estudadas.  

 

Palavras Chave: Anuros, Glifosato, Risco ambiental agudo, Toxicidade em girinos.  
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INTRODUÇÃO   

 

O aumento no uso de agroquímicos para produção agrícola tem despertado grande 

preocupação à população, principalmente no que diz respeito à contaminação dos recursos 

hídricos (Thompson et al. 2007; Ribeiro et al. 2013). A presença de agrotóxicos em 

ecossistemas naturais pode ser resultado de ampla aplicação destes produtos; aplicação ao 

longo de muitos anos, e o armazenamento de pesticidas com a data vencida em locais 

inadequados (Konstantinou et al. 2006; Hildenbrandt et al. 2008; Foit et al. 2010). Estima-

se que mais de 90% dos agrotóxicos aplicados convencionalmente não atingem seu alvo, em 

um tempo definido, nas quantidades precisas (Singh et al. 2009; Ying et al. 2011). Com o 

objetivo de compensar estas perdas, são utilizadas quantidades exacerbadas de substâncias 

químicas (Chevillard et al. 2012).  

Os agrotóxicos mais intensamente aplicados no Brasil são os herbicidas (Costa et al. 

2017). O amplo uso de herbicidas está associado às práticas de cultivo mínimo, plantio 

direto, além de técnicas agrícolas que usam mais intensamente o controle químico de ervas 

daninhas (IBGE, 2010). O herbicida o mais utilizado é o Glifosato (IBAMA 2013). O 

Glifosato tem como princípio ativo o Glifosato Di-amônio de N- (phosphonomethyl) glycine 

pertencendo ao grupo químico dos organofosforados. Não é seletivo e, desta forma, atinge 

uma grande quantidade de plantas (Amarante Junior et al. 2002). Sistêmico, age 

rapidamente, ocasionando a mortalidade das ervas espontâneas consideradas pragas 

agrícolas (Lajmanovich et al. 2003). 

A classe dos organofosforados é considerada biodegradável, com persistência curta 

no solo, normalmente de 1 a 3 meses. No entanto, podem transformar-se em fosfatos, 

resultando em compostos potencialmente perigosos ao meio ambiente (Peres e Moreira 

2003; Andréa 2004; Toni et al. 2006). Geralmente não atingem águas subterrâneas devido à 

sua forte característica de adsorção, porém, justamente por isso contaminam facilmente as 

águas superficiais pelo escoamento e uso direto na água (USEPA 1993; Solomon e 

Thompson 2003; Scribner et al. 2007).  

As formulações comerciais de agrotóxicos utilizam solventes (ingredientes inertes) 

junto com o princípio ativo. Esses solventes podem alterar as propriedades toxicológicas dos 

produtos, sendo por muitas vezes mais tóxicos do que o próprio princípio ativo (Almeida 

2014; Itho 2014). Estudos tem revelado que as formulações comerciais de Glifosato, com 

ingredientes surfactantes, além do ingrediente ativo, tem sido significativamente mais tóxico 
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do que o Glifosato puro para, moluscos, peixes, anfíbios, repteis e invertebrados aquáticos e 

terrestres (e.g. Tsui e Chu 2003, 2004; Pettersson e Ekelund 2006; Moore et al. 2012).  

Anfíbios anuros são considerados o grupo de vertebrados aquáticos mais sensível aos 

efeitos tóxicos do Glifosato (Edginton et al. 2004; Relyea 2004; Moore et al. 2012). Estudos 

feitos com Glifosato e anfíbios tem revelado aumento da mortalidade e efeitos no 

crescimento e desenvolvimento de girinos (Edginton et al. 2004; Fuentes et al. 2011). Foram 

relatados também  anormalidades gonadais, diminuição do tamanho e taxas de 

desenvolvimento de girinos com possíveis relações à ruptura do caminho da tireoide (Howe 

et al. 2004; Relyea e Jones 2009; Jones et al. 2010; Williams e Semlitsch 2010),  

deformidades craniofaciais e da boca, anomalias oculares e caudas curvas dobradas 

(Lajmanovich 2003).  Em relação aos ecossistemas aquáticos, foram observados efeitos 

indiretos na abundância de girinos (Edge et al. 2012).  

Anfíbios são conhecidos como bioindicadores de fatores que afetam a vegetação 

aquática e ciliar, sendo sensíveis a alterações ambientais (Hartmann et al. 2010, Brodeur et 

al. 2012 ). Em função da sua biologia e ciclo de vida, anfíbios habitam ambientes aquáticos 

e terrestres e se alimentam de plantas e animais que podem ser rotas importantes de captação 

de poluentes (Wells 1977; Besten e Munawar 2005). Além disso, possuem pele 

semipermeável e ovos sem cascas, que ficam diretamente expostos ao solo, água e luz solar, 

possibilitando a entrada de substâncias nocivas, tais como pesticidas (Hayes et al. 2006). 

Estas características tornam anfíbios modelos apropriados para estudos ecotoxicológicos 

(Burliba e Gavril 2011). 

 Physalaemus cuvieri, conhecida popularmente como rã-cachorro, apresenta 

tolerância a uma ampla gama de habitats e se distribui pela Argentina, Brasil e Paraguai. 

(Frost 2017). Espécie de ampla distribuição e de hábitos noturnos, ocorre em muitos habitats, 

incluindo pastagens abertas e savanas inundadas. Pode ser encontrada em corpos d’ água 

temporários, como poças de água, onde pode colocar de 277 a 725 ovos (Barreto e Andrade 

1995), colocados em ninhos de espuma, unidos a hastes de grama na margem da lagoa. É 

ameaçada localmente na Argentina pela destruição dos habitats para agricultura e extração 

de madeira, além da poluição da terra e água ocasionada pelo escoamento (Mijares 2010). 

Physalaemus gracilis, conhecida como rã-chorona, tem ampla distribuição ocorrendo 

no sul do Brasil, Uruguai, Argentina, e provavelmente no Paraguai (Frost 2017). É 

frequentemente associada a formações vegetais abertas e pode ocorrer em ambientes 

antropizados (Colombo et al. 2008). É uma espécie terrestre que se reproduz usando um 

ninho de espuma em piscinas naturais temporárias, podendo ovipositar entre 400 e 800 

http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1591098043/bcl_1591098043.htm#page_8
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/882397836/bcl_882397836.htm#page_10
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/882397836/bcl_882397836.htm#page_10
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/882397836/bcl_882397836.htm#page_10
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/619301977/bcl_619301977.htm#page_10
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/985807941/bcl_985807941.htm#page_6
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/985807941/bcl_985807941.htm#page_6
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óvulos por fêmea (Camargo et al. 2008; Lavilla et al. 2010).  Não há registros de ameaças a 

esta espécie pois adapta-se a áreas antropizadas (Lavilla et al. 2010).  

Este estudo teve como principal objetivo avaliar a toxicidade aguda e crônica da 

formulação comercial do herbicida Glifosato analisando sobrevivência e desenvolvimento 

de duas espécies de anfíbios sulamericanas: Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis. 

 MATERIAL E METODOS  

Agrotóxico  

 Foi utilizado Glifosato na formulação comercial Roundup original® DI, herbicida 

não seletivo, formulado pela Monsanto do Brasil LTDA, registrado no Ministério da 

Agricultura, da Pecuária e Abastecimento – MAPA sob nº 00513. Tem em sua composição: 

Sal de Di-amônio de N- (phosphonomethyl) glycine (Glifosato) 445 g/L (44,5% m/v), 

equivalente ácido de N- (phosphonomethyl) glycine (Glifosato) 370 g/L (37,0% m/v) além 

de outros Ingredientes, 751 g/L (75,1% m/v).  

O Glifosato tem meia vida entre 7 e 21 dias (Giesy et al. 2000; Paterson 2007; Edge 

et al. 2012), a taxa de aplicação é de  1 - 6 g-a.i/ ha; Coeficiente de partição octanol-água é 

de  5,4 LogKow (Macbean et al. 2010), considerado com baixa  hidrofobicidade,  e  elevada 

sorção (Prata 2002); O Coeficiente de adsorção ou força de adsorção é (Koc > 5.000) 

(Zimdahl 1999); A Pressão de vapor 2,1X10-3 mPa a 25 ° C / 1,58 x 10-8 mm Hg / a 25 ° C 

(Macbean et al. 2010) e a solubilidade na água é  de 1,05X10 + 6 mg / L a 25 ° C (Macbean 

et al. 2010); considerada por Prata (2002) alta solubilidade ( Sw = 11,6 g L-1). O Glifosato 

e todos os seus sais não são voláteis, não se degradam fotoquimicamente e são estáveis no 

ar. 

O Glifosato tem ação sistêmica, faz parte do grupo químico glicina substituída, 

considerado o seu grupo de formulação solúvel (SL). De acordo com a bula do Roundup 

Original® DI, possui classificação Toxicológica Classe II – Altamente tóxico e Classificação 

do Potencial de Periculosidade Ambiental Classe III – Produto Perigoso ao Meio Ambiente. 

 

Animal ensaio 

 

Para realização desta pesquisa foram utilizadas duas espécies de anfíbios anuros, 

Physalaemus cuvieri (rã-cachorro) e Physalaemus gracilis (rã-chorona) (Figura 1).  
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Figura 1 – Indivíduos adultos de Physalaemus cuvieri (A) e Physalaemus gracilis (B) e 

girinos de Physalaemus cuvieri (C) e Physalaemus gracilis (D). Fonte: O autor. 

 

 Coleta e manutenção das desovas 

 

As coletas das desovas foram efetuadas em propriedade particular, localizada na zona 

rural do município de Paulo Bento (- 27° 42’ 5.76”, - 52 25’ 33,6”); no Horto Florestal 

Municipal de Erechim, localizado na área rural do município de Erechim, próximo a BR 

135, (27º 42’ 43” e 27º 43’ 13” Sul e 52º 18’ 05” e 52º 18’ 43” Oeste), e nos açudes da 

Universidade Federal da Fronteira Sul, localizada na Rodovia ERS 135, km 72, Erechim (-

27° 43’ 43,2”; - 52 17’ 9,07”), todos situados na região norte do estado do Rio Grande do 

Sul. Estas áreas foram consideradas de referência por não terem aplicação de agrotóxicos 

nas proximidades (Figura 2).  No total foram realizadas onze coletas no período de outubro 

de 2017 a março de 2018.  Todas as desovas coletadas tinham menos de 24 horas de 

oviposição (Figura 3). 

Imediatamente após a coleta as desovas, foram levadas até o laboratório de Ecologia 

e Conservação da Universidade Federal Fronteira Sul, campus Erechim. As desovas foram 

mantidas em aquários, com aproximadamente 10 litros de água. Para criar um ambiente 

artificial semelhante ao do habitat natural dos girinos, foram utilizadas plantas aquáticas e 

partículas de solo, ambos retirados do mesmo local das coletas (Figura 4).  Como os girinos 

apresentam fótotaxia negativa e preferência por ambientes com baixa iluminação (Anderson 

e Graham 1967; Anderson e Williamson 1974; Marangio 1975), foi utilizado fotoperíodo 

A B 

C  D  
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natural (Iluminação natural), e os aquários e ensaios foram protegidos da luz direta, com 

papel pardo. Desde a entrada no laboratório até o final dos ensaios os girinos permaneceram 

com aeração artificial. A água utilizada para a criação e ensaios tinha os seguintes 

parâmetros:  Oxigênio Dissolvido (OD) entre 4,0 e 6,0mg/L; Temperatura 23ºC ± 2, pH entre 

6,8 e 7,2, Condutividade entre 151 e 178 μS/cm e Alcalinidade 9.74 mg CaCO3/L. Turbidez< 

5; Ca 6.76 mg/L, Na 44.1 mg/L, Mg 1.35 mg/L, Fe 0.08 mg/L e Ni < 0.001 mg/L. 

Os girinos foram alimentados diariamente ad libitum com ração completa para peixes 

e animais aquáticos (Alcon -  MEP 200 complex), composta de minerais orgânicos 

quelatados, enzimas digestivas e probiótico favorecendo o desenvolvimento da flora 

intestinal, além de 45% de proteína bruta e vegetal em flocos. A alimentação foi iniciada a 

partir do estágio 25 de Gosner (1960), no qual a boca tem sua formação completa. Os girinos 

não utilizados nos experimentos foram devolvidos ao local de coleta.  Esta pesquisa teve 

licença do Ibama para coleta, nº54939-1, e autorização do comitê de ética no uso de animais 

(CEUA) da Universidade Federal da Fronteira Sul.  
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Figura 2 – Charcos e lagoas onde foram realizadas as coletas das desovas: (A e B) Propriedade 

Particular do município de Paulo Bento – RS; (C) Horto Florestal Municipal de Erechim – 

RS; (D) Universidade Federal da Fronteira Sul, Erechim, RS. Fonte: O autor.  

 

Figura 3 – Coleta manual de desovas (A) e Desova de Physalaemus cuvieri no açude da 

Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus Erechim (B). Fonte: O autor. 
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Figura 4 – Aquários com a criação dos girinos para os ensaios, Laboratório de Ecologia e 

Conservação da Universidade Federal Fronteira Sul, Campus Erechim. Fonte: O autor. 

 

Procedimento amostral  

Ensaio agudo  

Os ensaios agudos iniciaram no estágio 25-26 (Gosner 1960), pois neste período os 

girinos apresentam melhores condições como peças bucais completas e a alimentação é 

possível (Mcdiarmid e Altig 1999), desta forma podem ser submetidos a ensaios 

toxicológicos.  As brânquias externas são atrofiadas formando-se um espiráculo do lado 

esquerdo que permite a respiração mesmo com brânquias internas e estruturas especializadas 

para uma melhor natação também já estão formadas neste período (Duellman e Trueb 1986). 

Os girinos testados foram provenientes de duas desovas para cada espécie. Somente 

foram escolhidos e submetidos aos ensaios animais em condições comportamentais e de 

mobilidade normais. O ensaio agudo teve duração de 96 horas, sendo monitorado a cada 24 

horas para contabilização da mortalidade, análise de temperatura e oxigenação da água.  

O ensaio agudo foi organizado em sextuplicada. Foram utilizados cinco girinos por 

recipiente de unidade experimental, de vidro extéril e cilíndrico com capacidade para 450mL 

de água, totalizando 30 girinos expostos em cada uma das seguintes concentrações de 

Roundup original®DI: 100; 300; 1500; 2500; 3500µg/L para P. cuvieri e 300; 500; 1500; 

2500; 3500; 4500µg/L para P. gracilis, e um controle sem adição de agrotóxico para cada 

espécie também com 30 girinos cada (Figuras 5 e 6). 

A escolha das concentrações foi baseada na literatura e de acordo com valores de 

CL50 encontrados para anfíbios submetidos a ensaios com Glifosato (Lajmanovich 2003; 

Perez et al. 2011; Almeida 2014; Costa et al. 2014).  
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No início dos ensaios os girinos foram medidos e pesados. O comprimento total (CT) 

medido do rostro até o final da cauda dos girinos foi medido com paquímetro digital de 

0.001mm de precisão e a massa em gramas foi registrada em balança analítica de precisão 

(0,0001g). 

 

Figura 5 – Ensaio agudo de Physalaemus cuvieri expostos ao agrotóxico Roundup original® 

DI, Laboratório de Ecologia e Conservação da Universidade Federal Fronteira Sul, campus 

Erechim. Fonte: O autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Ensaio agudo de Physalaemus gracilis expostos ao agrotóxico Roundup 

original®, DI, aeração artificial, Laboratório de Ecologia e Conservação da Universidade 

Federal Fronteira Sul, campus Erechim.  Fonte: O autor. 

 

Ensaio Crônico 

As concentrações para exposição dos girinos nos ensaios crônicos, foram 

determinadas a partir da resolução CONAMA 357/2005, que determina qual o valor máximo 

de agrotóxicos é permitido para água doce e da portaria do Ministério da Saúde 2914/2011. 
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Em conformidade com a lei para águas de classe I são permitidos 65µg/L de Glifosato e para 

águas de classe III é permitido 280µg/L (Brasil - Conama 357/2005). As espécies em estudo 

convivem bem com ambientes parcialmente poluídos e ou poluídos, portanto, podem estar 

frequentemente relacionados as águas de classe III durante as épocas reprodutivas. (Barreto 

e Andrade 1995; Achaval e Olmos 2003; Lenhardt 2015). De acordo com a portaria do 

Ministério da Saúde 2914/2011, a concentração maxima permitida de Glifosato para água 

potável é 500µg/L. Para complementar, foram utilizadas as concentrações de 144µg/L; 

700µg/L e 1000µg/L de Glifosato, encontradas em lagos e águas lênticas do Brasil e 

Argentina, (Mattos et al. 2002; Rodrigues e Almeida 2005; Peruzzo 2008; Dornelles 2013). 

Desta maneira, nos ensaios crônicos semi – estáticos, foram testadas as concentrações 

65; 144; 280; 500; 700; e 1000µg/L de Roundap Original DI, sendo utilizadas no total seis 

desovas para P. cuvieri e oito desovas para P. gracilis. Os girinos utilizados nos ensaios 

estavam entre os estágios 25-26 de acordo com a tabela de Gosner (1960), e permaneceram 

nos ensaios por 14 dias. Só foram submetidos aos ensaios girinos que estavam em condições 

de comportamento e mobilidade normais. Durante os 14 dias de ensaio os girinos foram 

alimentados diariamente, ad libitum. A água com os tratamentos químicos foi renovada a 

cada sete dias (considerando a meia vida do Glifosato de 7 a 8 dias; Jones et al. 2010) e os 

ensaios foram inspecionados diariamente, como nos ensaios agudos.  

O delineamento experimental seguiu os mesmos padrões do ensaio agudo, porém 

foram utilizados 10 girinos por unidade experimental, de vidro extéril e cilíndrico com 

capacidade de 450ml de solução de Glifosato, com densidade de 1 girino para cada 45ml.  

Foram expostos 60 girinos por concentração testada e mais 60 girinos de controle, para cada 

espécie. Para medidas de comprimento e massa foram utilizados aleatoriamente 10 girinos 

do início do ensaio (primeiro dia) e 10 girinos do final do ensaio (14 dias). Para verificar 

diferenças entre as concentrações, foram medidos e pesados 10 girinos de cada concentração 

testada ao final do ensaio. O comprimento (CT) - rostro final da cauda dos girinos foi medido 

com paquímetro digital de 0.001mm de precisão no início e no final de ensaio, bem como 

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

girinos de P. cuvieri expostos a estes ensaios tiveram CT de 9,59mm±2,11mm (7,61mm – 

8,38mm) e massa de 0,014g ± 0,007g (0,0045g - 0,0085g) e P. gracilis apresentou CT de 

9,934mm ± 1,5mm (8,3mm – 12,71mm) e massa de 0,023g ±0,009g (0,0045g – 0,0085g). 
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Alterações Morfológicas 

 

Para análise de alterações morfológicas os girinos foram eutanasiados ao término dos 

ensaios, de acordo com o Guia Brasileiro de boas práticas para eutanásia de animais 

(Conselho Federal de Medicina Veterinária 2012), e posteriormente conservados em formol 

5%, para análise morfológica. As alterações morfológicas foram analisadas a partir de nove 

parâmetros fenotípicos ou endpoints, baseados em Hu et al. (2015): Intestino (Edema e 

Morfologia); Anomalias oculares (Lente turva e Morfologia); Coluna (curvatura); Epitélio 

(Pigmentação); Corpo (Morfologia e Edema); Boca (Ausência de dentículos e morfologia 

dos lábios).  

As alterações observadas foram analisadas a partir de um sistema de pontuação 

fenotípica de seis graus para cada fenótipo em uma escala de (0 - 5), onde estruturas 

anatômicas normais foram atribuídas uma pontuação de 0; a pontuação de 1 - 5 significam 

anormalidades com aumento de gravidade de acordo com a numeração, (1 - 2 = 

anormalidade leve, 3 = anormalidade moderada e 4 - 5 = anomalia grave; Hu et al. 2015). 

As análises foram realizadas visualmente, com o auxílio de um estereomicroscópio Nikon 

SMZ 745T, com sistema de imagem acoplado a um Tablet e iluminação com fibra ótica NI-

30. Todas alterações morfológicas encontradas foram consideradas malformações. 

Ensaios Crônicos: Estágio 28 Até Metamorfose  

Os ensaios crônicos até metamorfose iniciaram no estágio 28-30 de acordo com a 

tabela de Gosner (1960). A partir deste estágio os girinos apresentam maior tamanho e 

mobilidade e inicia-se a formação de brotos para posteriores membros (Gosner 1960; 

Mcdiarmid e Altig 1999). 

O período de exposição neste caso foi dependente do tempo em que os girinos 

levaram para completar a metamorfose. Durante estes ensaios foi analisada a sobrevivência, 

comportamento, duração de período larval, assim como o surgimento de alterações 

morfológicas dos girinos em resposta aos tratamentos experimentais em comparação com o 

grupo controle.  

A metamorfose completa foi definida 24h após o aparecimento dos membros 

anteriores (etapa 43-44; Gosner 1960). Concluída a metamorfose os anfíbios foram 

eutanasiados de acordo com o Guia Brasileiro de boas práticas para eutanásia de animais 

(Conselho Federal de Medicina Veterinária 2012).  
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Para este estudo, os girinos foram expostos somente a concentração 280µg/L de 

Glifosato (Brasil - Conama 357/2005), pois esta é a concentração permitida em águas de 

classe III, o que combina com águas utilizadas pelas espécies deste estudo (e.g. Barreto e 

Andrade 1995; Achaval e Olmos 2003; Lenhardt 2015).  Para P. cuvieri foram utilizados 

cinco girinos por unidade experimental, de vidro extéril e cilíndrico de 450ml, montados em 

sextuplicata totalizando 30 girinos expostos a concentração e um controle com 10 girinos. 

Para P. gracilis foram utilizados cinco girinos por unidade experimental, de vidro extéril e 

cilíndrico, com capacidade para 450ml, em triplicata, totalizando 15 girinos expostos e um 

controle com cinco girinos. A quantidade de girinos expostos se refere a disponibilidade de 

indivíduos em estágio 28, que poderiam ser colocados em ensaio. Foi feito monitoramento 

a cada 24h e a água com a solução química foi trocada a cada 7 dias.  

ANÁLISE DE DADOS 

 

Os resultados dos ensaios de toxicicidade aguda foram analisados no programa 

GBasic, pelo método Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al. 1977). A toxicidade aguda 

foi avaliada a partir da CL50 (Concentração Letal Média), concentração capaz de causar 

mortalidade a 50% da população em ensaio. Para avaliar o efeito das diferentes 

concentrações de Glifosato nos ensaios agudo e crônico foi utilizada análise de variância 

(ANOVA), seguida do ensaio post-hoc Tukey ou Dunnnett`s, quando p<0,05. 

A maior Concentração de Efeito Não Observado (NOAEC - No Observed Adverse 

Effect Concentration) e a menor Concentração de Efeito Observado (LOAEL – Lowest 

Observed Adverse Effect Level) foram determinadas para os efeitos de malformação e 

mortalidade no ensaio crônico. Para NOAEC e LOAEL a normalidade dos dados foi avaliada 

pelo ensaio de Shapiro Wilks e a homogeneidade das variâncias foi testada por Bartllet. Para 

ensaio de hipóteses utilizou-se ANOVA seguida do ensaio de Dunnett’s para comparar as 

médias de cada tratamento com o controle. Também foi determinada a Máxima 

Concentração Aceitável de Toxicante (MATC - Maximum Acceptable Toxicant 

Concentration), que é a média aritmética de NOAEC e LOAEL. Foi utilizado nível de 

confiança de 95% e o software Statistica 8. 

Avaliação De Risco Ecológico 

Para a avaliação de risco ecológico, foi utilizada a abordagem de quociente de risco 

(HQ - hazard quotient), que foi calculada como EEC / LC50 de letalidade (onde EEC se 

refere a concentração ambiental estimada = EEC - Estimated Environmental Concentration 
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e LC 50 = CL50). A EEC foi obtida a partir da literatura, como a máxima concentração 

estimada de Glifosato no ambiente. Após o cálculo do quociente de risco agudo, foi 

comparado com o nível de preocupação da Agência de Proteção Ambiental dos Estados 

Unidos (USEPA - United States Environmental Protection Agency). A agência usa um 

parâmetro de nível de preocupação, o LOC (Level of concern) como uma ferramenta de 

política para interpretar e analisar o risco potencial para organismos não-alvo, onde a 

presunção de risco agudo para animais aquáticos é LOC = 0,5 (alto risco) (USEPA 2016). 

Para os ensaios crônicos, o risco ecológico foi avaliado utilizando a mesma 

abordagem de quociente de risco (HQ), onde EEC / NOAEC (USEPA 1998), sendo a EEC 

proveniente da literatura e NOAEC a Concentração de Efeito Não Observado (no 

observable-effect concentration, NOAEC). Após calcular o coeficiente de risco, foi 

comparado ao nível de preocupação da USEPA (LOC). Neste caso, o valor LOC para risco 

é 1. Se o HQ> 1, os efeitos prejudiciais são prováveis devido ao contaminante em questão 

(USEPA 2016).  

RESULTADOS 

 

Ensaio agudo  

A formulação comercial de Glifosato Roundup original DI, foi mais tóxica para P. 

cuvieri (CL50-96h = 1360µg/L) do que para P. gracilis (CL 50-96h = 1530µg/L) (Tabela 1). A 

mortalidade das duas espécies foi significativa em relação ao tempo, ou seja, quanto maior 

o tempo de exposição, maior a mortalidade de P. cuvieri (F (3,20) = 9,81; p<0,01 significativa 

em 96h, Tukey = p<0,01) e P. gracilis (F (3,20) = 4,42; p<0,05, significativa a partir das 24h, 

Tukey = p<0,01) (Figura 7 e 8; Tabela 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a concentrações de 

Glifosato de 24 a 96 horas.  
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Figura 8 – Mortalidade de girinos de Physalaemus gracilis expostos a concentrações de 

Glifosato de 24 a 96 horas.  

 

Tabela 1 – Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis 

submetidos ao ensaio agudo, em relação ao tempo de exposição a formulação comercial de 

Glifosato. 

 

Espécie 
Concentração 

(µg/L)  

Mortalidade Mort. 

(%) 
Total CL50 (µg/L) 

24h 48h 72h 96h 

Physalaemus 

cuvieri 

100 0 0 0 4 13% 4 1360µg/L                

-95%       

CL: 930µg/L          

+ 95% 

CL:1980µg/

L             

300 0 0 1 8 30% 9 

1500 0 1 1 10 40% 12 

2500 3 7 9 5 80% 24 

3500 10 7 8 1 87% 26 

Mortalidade Total 13 15 19 28   75 

Physalaemus 

gracilis 

300 0 0 0 1 3% 1 1530µg/L                      

-95%       

CL: 

1220µg/L     

+ 95% 

CL:1910µg/

L 

400 0 0 0 7 23% 7 

1500 0 0 2 13 50% 15 

2500 6 12 4 2 80% 24 

3500 13 6 4 4 81% 27 

4500 22 6 2 0 100% 30 

Mortalidade Total 41 24 12 27   104 

 

A mortalidade foi significativa em relação a concentração a partir de 1500µg/L, para 

P. cuvieri (F (4, 25) = 5,97; p<0,01, significativa Tukey = p<0,05) e P. gracilis, a partir de 

2500µg/L (F (5, 30) =13,91; p<0,01, Tukey = p<0,05), (Figuras 9 e 10). O controle não teve 

mortalidade. 
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Figura 9 – Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a concentrações de 

Glifosato em ensaio agudo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Mortalidade de girinos de Physalaemus gracilis expostos a concentrações de 

Glifosato em ensaio agudo. 

 

Ensaios crônicos 

Ensaios subletais de 14 dias 

 A mortalidade foi significativa em relação as concentrações testadas para P. cuvieri 

(F (5, 30) = 7,87; p =<0,01) e para P. gracilis (F (5, 30) = 9,74; p =<0,01, ambos os ensaios foram 

significativos em 280µg/L, Tukey = p<0,01) (Figuras 11 e 12). 

No controle de P. cuvieri ocorreu mortalidade de 8,3% (5 indivíduos) e no controle 

de P. gracilis não ocorreu mortalidade (Tabela 2). 
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Figura 11 – Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a diferentes 

concentrações de Glifosato em ensaio crônico, com mortalidade significativa em 280µg/L. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Mortalidade de girinos de Physalaemus gracilis expostos a diferentes 

concentrações de Glifosato em ensaio crônico, com mortalidade significativa em 280µg/L.  
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Tabela 2 – Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis expostos 

a formulação comercial de Glifosato por 14 dias. 
P

. 
cu

vi
er

i 

Concentração 

µg/L 

N° 

expostos 
N° de vivos No de mortos Mortalidade (%) 

Controle 60 60 0 0 

65 60  57 3 5 

144 60  53 7 12 

280 60  36 24 40 

500 60  59 1 2 

700 60  60 0 0 

1000 60  56 4 7 

P
. 
g
ra

ci
li

s 

Controle 60 55 5 8 

65 60  44 16 27 

144 60  39 21 35 

280 60  31 29 48 

500 60  59 1 2 

700 60  56 4 7 

1000 60  54 6 10 

 

Em relação ao tempo de exposição a mortalidade foi significativa para os girinos de 

ambas as espécies (P. cuvieri: F (13, 70) = 4,11; p =<0,01, P. gracilis: F (13, 70) = 5,30; p = 

<0,01, significativa a partir das 48h de exposição para as duas espécies, Tukey = p<0,05) 

(Figuras 13 e 14). 

Figura 13 – Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a diferentes 

concentrações de Glifosato em ensaio crônico em relação ao tempo de exposição.  
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Figura 14 –Mortalidade de girinos de Physalaemus gracilis expostos a diferentes 

concentrações de Glifosato em ensaio crônico em relação ao tempo de exposição.   

Comprimento e massa 

Os girinos de P. cuvieri iniciaram os ensaios crônicos medindo em média 9,59mm ± 

2,11mm de comprimento total (amplitude = 7,61mm – 9,72 mm, n = 10) e pesando em média 

0,014g ± 0,007g (0,0045g - 0,0085g). Girinos de P. gracilis no início dos ensaios tinham 

comprimento de 9,93mm ± 1,56mm, (amplitude = 8,3mm – 12,71mm, n = 10) e massa de 

0,023g ± 0,009g (0,0045g – 0,0085g).  

Houve diferença significativa em relação ao comprimento (mm) dos girinos no início 

e no final dos ensaios crônicos (P. cuvieri = F (1, 18) = 16,335, p<0,01 e P. gracilis= F (1, 18) = 

9,4942, p<0,01). Durante os ensaios os girinos expostos ao Glifosato tiveram tamanho final 

menor em relação ao controle (P. cuvieri = F (6, 63) =14,075, p<0,01 significativa em 280µg/L, 

Dunnett`s p<0,05; P. gracilis F (6,63) =5,0013, p < 0,05 significativa em 144 e 280µg/L Dunett 

p< 0,01). Com relação às concentrações testadas, os girinos também apresentaram diferenças 

de tamanho significativa (P. cuvieri = F (5, 54) = 17,535, p<0,01 significativo a partir de 

500µg/L Tukey p<0,01 (Figura 15; Tabela 3); P. gracilis= F (5,54) = 4,9550, p<0,01, 

significativo a partir da concentração 700µg/L Tukey p<0,05 (Figura 16; Tabela 3). 

 Em relação a massa (g), houve diferença significativa dos girinos no início e no final 

do ensaio, em ambas as espécies (P. cuvieri = F (1,18) = 9,9166, p<0,01 e P. gracilis = F (1,18) 

= 14,672, p<0,01).  

Durante os ensaios ocorreram diferenças significativas na massa (g) dos girinos 

expostos, em relação ao controle, (P. cuvieri = F (6, 63) = 4,7148, p<0,01; P. gracilis F (6, 63) = 

3,0977, p<0,05) ambas as espécies significativas em 280µg/L (P. cuvieri Dunett p< 0,01) (P. 

gracilis Dunett p<0,05), (Figuras 17 e 18; Tabela 4). 
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Figura 15 – Comprimento dos girinos (mm) de Physalaemus cuvieri após 14 dias de ensaio 

expostos a diferentes concentrações de Glifosato. Pontos são médias e linhas verticais se 

referem as barras de erro. 

 

 

Figura 16 – Comprimento dos girinos (mm) de Physalaemus gracilis após 14 dias de ensaio 

expostos a diferentes concentrações de Glifosato. Pontos são médias e linhas verticais se 

referem as barras de erro. 
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Figura 17 – Massa (g) dos girinos de Physalaemus cuvieri após 14 dias de ensaio expostos 

a diferentes concentrações de Glifosato. Pontos são médias e linhas verticais se referem as 

barras de erro. 

 

Figura 18 – Massa (g) dos girinos de Physalaemus gracilis após 14 dias de ensaio expostos 

a diferentes concentrações de Glifosato. Pontos são médias e linhas verticais se referem as 

barras de erro. 

 

Entre as concentrações para P. cuvieri ocorreram diferenças significativas de massa 

(g) (F (5, 54) = 4,7405, p<0,01, significativa a partir de 700µg/L Tukey p<0,05); mas P. gracilis 

não apresentou diferença significativa entre as concentrações F (5, 54) =2,5920, p>0,05 Tukey 

p>0,05). 

 

0

0,005

0,01

0,015

0,02

0,025

0,03

0,035

0,04

0,045

0,05

Controle 65 144 280 500 700 1000

M
as

sa
 (

g)

Concentraçao µg/L

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

Controle 65 144 280 500 700 1000

M
as

sa
 (

g)

Concentração µg/L    



45 
 

Tabela 3 – Média, desvio padrão e amplitude do comprimento (mm) e massa (g) de girinos de 

Physalaemus cuveiri, no início e no final dos 14 dias de ensaio. 

Espécie Parâmetro Concentração N Média ± DP Min - Max 

 

Entrada nos 

ensaios comp. 

(mm) 

 10 9,59 ± 2,11 7,23 - 14,38 

P
h

ys
a
la

em
u
s 

cu
vi

er
i 

Final dos ensaios 

Comprimento 

(mm) 

 

Controle 0µg/L 10 11,19 ± 2,05 6,78 - 13,48 

65µg/L 10 12,43 ± 1,61 9,20 - 14,26 

144µg/L 10 12,96 ± 2,45 9,26 - 16,52 

280µg/L 10 13,53 ± 2,23 9,21 - 16,18 

500µg/L 10 8,92 ± 1,65 7,01 - 12,25 

700µg/L 10 8,56 ± 1,12 6,71 - 10,68 

1000µg/L 10 8,53 ± 1,36 6,57 - 10,11 

Entrada nos 

ensaios massa (g) 
 10 0,014 ± 0,007 0,007 – 0,035 

Final dos ensaios 

Massa (g) 

 

Controle 0µg/L 10 0,019 ± 0,008 0,016 - 0,042 

65µg/L 10 0,032 ± 0,01 0,017 - 0,64 

144µg/L 10 0,035 ± 0,01 0,011 - 0,066 

280µg/L 10 0,042 ± 0,01 0,013 - 0,068 

500µg/L 10 0,022 ± 0,03 0,005 - 0,10 

700µg/L 10 0,017 ± 0,015 0,003 - 0,055 

1000µg/L 10 0,009 ± 0,003 0,028 - 0,014 

 

Tabela 4 – Comprimento (mm) e massas (g) em média dos girinos de Physalaemus gracilis, 

no início e no final dos 14 dias de ensaio. 

Espécie Parâmetro Concentração N Média ± DP Min - Max 

 

Entrada dos 

ensaios comp. 

(mm)  

10 9,93±1,56 8,32 - 12,31 

P
h
ys

a
la

em
u
s 

g
ra

ci
li

s 

 

 

Final dos ensaios 

Comprimento 

(mm) 

 

Controle 10 13,62  ± 1,55 7,71 - 13,57 

65µg/L 10 11,69 ± 2,20 8,61 - 16,45 

144µg/L 10 12,82 ± 2,78 9,12 - 17,13 

280µg/L 10 12,87 ± 2,58 9,02 - 17,39 

500µg/L 10 10,51 ± 1,74 6,64 - 12,40 

700µg/L 10 9,97 ± 1,41 6,78 - 11,45 

1000µg/L 10 9,31 ± 1,69 6,52 - 12,33 

Entrada nos 

ensaios massa (g)  
10 0,015±0,006 0,009 - 0,028 

 

 

Final dos ensaios 

Massa (g) 

 

Controle 10 0,055 ± 0,010 0,012 - 0,049 

65µg/L 10 0,034 ± 0,023 0,012 - 0,090 

144µg/L 10 0,044 ± 0,030 0,019  - 0,10 

280µg/L 10 0,052 ± 0,029 0,022 - 0,10 

500µg/L 10 0,028 ± 0,029 0,086 - 0,089 

700µg/L 10 0,024 ± 0,007 0,031 - 0,086 

1000µg/L 10 0,023 ± 0,022 0,014 - 0,036 
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Alterações Morfológicas – Malformações 

A ocorrência de malformações nos indivíduos expostos a formulação comercial de 

Glifosato foi significativa em relação ao controle. Quanto maior foi a concentração exposta, 

maior a quantidade de alterações morfológicas, em todas as concentrações para P. cuvieri (F 

(6,35) =10,003; p<0,01, Dunnett`s p<0,05) e a partir de 144µg/L para P. gracilis (F (6,35) =4,37; 

p<0,01, Dunnett`s p<0,01; Figuras 19 e 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Ocorrência de Alterações morfológicas em Physalaemus cuvieri expostos a 

diferentes concentrações de Glifosato, comparados ao controle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 – Ocorrência de Alterações morfológicas em Physalaemus gracilis expostos a 

diferentes concentrações de Glifosato, comparados ao controle.  
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As análises das alterações morfológicas foram classificadas em seis scores (0 a 5) de 

acordo com a gravidade das alterações. A medida que se aumentaram as concentrações de 

Glifosato nos ensaios, aumentou também a gravidade (Scores) das malformações tanto para 

P. cuvieri como para P. gracilis, passando de sem alteração (0) à leves (1-2) nas primeiras 

concentrações, para moderadas (3) a graves (4-5) nas ultimas concentrações (Figuras 21, 22 

e 23). 

 

Figura 21 – Tendência dos “Scores” para as Alterações Morfológicas analisadas em 

Physalaemus cuvieri, relacionados com as concentrações de Glifosato testadas. 
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Figura 22 – Tendência dos “Scores” para as Alterações Morfológicas analisadas em Physalaemus 

gracilis, relacionados com as concentrações de Glifosato testadas. 
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Figura 23 – Classificação das de Alterações Morfológicas (Endpoints) por quatro níveis de 

“scores”, observados em girinos de P. cuvieri e P. gracilis, expostos a diferentes concentrações da 

formulação comercial de Glifosato. 
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As malformações mais frequentes para P. cuvieri foram alterações na boca (285 

indivíduos); Cor do epitélio (230 indivíduos); e Edema de intestino (222 indivíduos).  Para P. 

gracilis as malformações mais frequentes foram alterações na boca (209 indivíduos), 

morfologia do corpo (159 indivíduos) e cor do epitélio (147 indivíduos; Figura 24).  

Figura 24 – Porcentagem de cada malformação observada em Physalaemus cuvieri (A) e 

Physalaemus gracilis (B) expostos a diferentes concentrações de Glifosato por 14 dias. As 

porcentagens foram calculadas a partir do número de indivíduos que apresentaram a 

malformação.   

 

Ensaios Crônicos: Estágio 28 até metamorfose  

 

 O tempo de desenvolvimento necessário para completar a metamorfose foi diferente 

para cada espécie. Em P. cuvieri, foi necessário entre 18 e 32 dias, permanecendo em ensaio 

por 80 dias e P. gracilis entre, 15 e 22, dias permanecendo em ensaio por 63 dias. Contando 

o primeiro e o último indivíduo do ensaio apresentar pernas dianteiras. 

Alguns indivíduos expostos apresentaram alterações morfológicas nas pernas traseiras, 

como pernas atrofiadas esticadas e/ou encolhidas e sem movimentação. Em P. cuvieri foram 

43% (13 indivíduos) e em P. gracilis, 27% (4 indivíduos; Figura 25 - A, B, C, D e E). 

Nas duas espécies, 20% dos indivíduos testados apresentaram tortuosidades 

observadas na base ou final da cauda (Figura 25 - C e D). Em decorrência destas alterações, 

os girinos nadavam com dificuldades. O controle não apresentou nenhum tipo de alteração 

morfológica. 
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Figura 25 – Alterações Morfológicas observadas em girinos de P. cuvieri e P. gracilis A) 

Pernas atrofiadas abertas sem movimentação de um exemplar de P. cuvieri; B) Pernas 

atrofiadas sem movimentação, juntas ao corpo e esticadas, exemplar de P. cuvieri; C) Cauda 

torta de um exemplar de P. cuvieri; D) Cauda torta de dois exemplares de P. gracilis; E) 

Pernas atrofiadas dobradas e sem movimentação em exemplares de P. cuvieri. 

 

Para as duas espécies, o tempo necessário para completar o desenvolvimento 

metamórfico, foi diferente entre os indivíduos do controle e os indivíduos expostos a 

concentração 280µg/L de Glifosato (P. cuvieri = F (1, 31) = 85,781, p<0,01 e P. gracilis = F (1, 

12) = 5,4663, p<0,05). O controle para ambas as espécies concluiu a metamorfose com uma 

média de 8 dias a menos do que os indivíduos expostos ao Glifosato (Figura 26). 

Figura 26 – Diferenças entre o controle e os girinos expostos a concentração 280µg/L com 

relação ao tempo necessário para completar a Metamorfose.  (A) Physalaemus cuvieri e (B) 

Physalaemus gracilis. 

 

A fase pró metamórfica demorou mais tempo para iniciar no controle, porém, após 

iniciar foi mais rápida, enquanto que os girinos expostos ao toxicante iniciaram a fase pró 
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metamórfica antes do controle e permaneceram nesta fase e na fase de clímax metamórfico 

por mais tempo (Tabela 5). 

 

Tabela 5 – Estágios de Desenvolvimento dos girinos de Physalaemus cuvieri e Physalaemus 

gracilis, diferenças de estágio entre o controle e expostos a 280µg/L de Glifosato.  

Physalaemus cuvieri Estágio de Gosner 

(1960) 

Physalaemus gracilis Estágio de Gosner 

(1960) 

Tempo 

(Semanas) 
Controle 280µg/L 

Tempo 

(Semanas) 
Controle 280µg/L 

1 27- 28 27 - 28 1 27- 28 27 - 28 

2 27-28 28 2 27-28 28 

3 27- 28 30 3 27- 28 30 

4 29 30 4 29 30 

5 30 36 5 30 36-39 

6 36 39 6 36-39 39 

7 36-39 42 7 39-42 42 

8 42 42 8 43 42-43 

9 43 42 9  43 

10  42-43    

11   43       

 

Análise De Risco Ecológico 

 O Quoeficiente de risco (HQ) agudo para P. cuvieri foi 0,62 e para P. gracilis foi 0,70 

acima da LOC = 0,5. Na Análise de Risco crônico, todos os HQ calculados foram acima de 

LOC>1 (Tabela 6). 

A Máxima Concentração Aceitável para o Toxicante (MATC) calculada para 

malformações variou de 104 µg/L a 850 µg/L (Tabela 6).  
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Tabela 6 – Valores de NOAEC, LOAEL, MATC e Risco crônico ecológico (HQ) para 

mortalidade e alterações morfológica observada de cada espécie.  

Physalaemus cuvieri 

NOAEC 

(µg/L) LOAEL(µg/L) MATC(µg/L)  (HQ)  

Mortalidade 65 144 104 33,2 

Boca 65 144 104 33,2 

Cor do epitélio 65 144 104 33,2 

Edema de intestino 65 144 104 33,2 

Lente turva do olho 65 144 104 33,2 

Morfologia do corpo 65 144 104 33,2 

Morfologia do intestino 144 280 212 15,0 

Edema do corpo  500 700 600 4,3 

Desvios na coluna 700 1000 850 3,1 

Morfologia do olho 700 1000 850 3,1 

Physalaemus gracilis          

Mortalidade 144 280 212 15 

Boca 65 144 104 33,2 

Cor do epitélio 65 144 104 33,2 

Morfologia do corpo 65 144 104 33,2 

Edema do corpo  144 280 212 15,0 

Edema de intestino 280 500 390 7,7 

Morfologia do intestino 280 500 390 7,7 

Desvios na coluna 500 700 600 4,3 

Lente turva do olho 500 700 600 4,3 

Morfologia do olho 500 700 600 4,3 

 

DISCUSSÃO  

 

As duas espécies de Physalaemus estudadas apresentaram sensibilidade ao Glifosato, 

e os dados mostraram efeitos claros e preocupantes deste herbicida sobre elas. Em relação a 

toxicidade aguda, a CL50 destas duas espécies está entre as menores registradas, inferior a 

Rana clamitans e Rana pippiens (Howe et al. 2004); Scinax nasicus (Lajmanovich 2003) e 

Bufo americanus (Edginton et al. 2004). Entre P. cuvieri e P. gracilis a diferença na CL50 foi 

pequena, com P. cuvieri mais sensível que P. gracilis, mas ambas com toxicidade aguda entre 

1360 e 1530µg/L, semelhante ou abaixo do que pode ser encontrado em águas superficiais: 

2160µg/L no Sul do Brasil (Rodrigues e Almeida 2005); 1502µg/L (Aparicio 2013) e 

1900µg/L (Primost 2017) na Argentina; 1430µg/L no Canadá (Govindarajulu 2008) e 

7600µg/L e nos Estados Unidos (Jones et al. 2010).  

Espécies nativas podem ser suscetíveis aos efeitos tóxicos do Glifosato em sua 

formulação comercial (Chen et al. 2004; Cauble e Wagner 2005; Lanctôt 2014). Diferente de 

estudos com espécies nativas, uma das maiores CL50 registradas para Glifosato é com 

Xenopus laevis, que foi padronizada para estudos ecotoxicológicos com anfíbios (9400µg/L; 
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Perkins et al. 2000). Isso reforça a necessidade de estudos com espécies nativas, para entender 

os possíveis danos no ambiente natural. 

Os ensaios crônicos deste estudo foram realizados com concentrações permitidas pela 

legislação brasileira e encontradas no ambiente. Dentro desta lógica, a concentração 280µg/L 

de Glifosato, que é permitida por lei para águas de classe III (Brasil - Conama 357/2005) que 

podem ser consideradas águas semelhantes aos habitats de reprodução de anfíbios, causaram 

efeitos crônicos de mortalidade a partir de 48 horas de exposição para as duas espécies em 

estudo. Isso significa que em dois dias de exposição a concentração de Glifosato que a lei 

considera válida, a mortalidade seria significativa. Ao mesmo tempo, em concentrações a 

partir de 500µg/L a mortalidade foi menor, ou seja, a taxa de sobrevivência não foi linear. 

Esse resultado se soma ao fato dos girinos terem menor comprimento e massa nestas 

concentrações, ou seja, embora sobrevivam, apresentam efeitos crônicos de crescimento e 

peso, ou fitness individual.  

 Estudos anteriores com agrotóxicos, também apresentaram maior sobrevivência em 

doses mais altas (e.g. Storrs e Kiesecker 2004; McMahon et al. 2011; Brodeur et al. 2013; 

Bernabó et al. 2016). Há evidencias de que estes resultados não lineares, entre concentração 

e mortalidade, tenham relação com químicos de ação desreguladora endócrina (Storrs e 

Kiesecker 2004; Beausoleil et al. 2013; Lagarde et al. 2015). Para Relyea e Mills (2001) 

mesmo que os animais sobrevivam a taxas mais altas de qualquer químico, durante o período 

de exposição, acabam sofrendo outras consequências negativas. Nossos resultados 

corroboram com essa afirmativa, já que a medida que se aumentaram as concentrações, além 

do menor comprimento e peso, houve aumento de malformações. Na natureza, girinos 

menores poderiam ter atraso na metamorfose ou resultar em adultos de tamanho reduzido 

(Boone e Semlitsch 2002; Altwegg e Reyer 2003; Boone e James 2003; Brunelli et al. 2009). 

O tamanho do corpo também está ligado diretamente ao sucesso ou fracasso reprodutivo, 

influenciando na seleção intra e intersexual, podendo ainda determinar o número e tamanho 

máximo de ovos que uma fêmea pode produzir (Mays et al. 2006; Hayes 2010). Portanto 

maiores tamanhos de girinos garantem mais chances de uma metamorfose de sucesso e maior 

chance de sobrevivência  (Cabrera-Guzmán et al. 2013; Montalvão 2017). 

O Glifosato causou malformações em todas as concentrações testadas. Inibições dos 

hormônios relacionados à glândula tireoide podem ocasionar malformações em anuros tanto 

em fase de embrião como girinos, incluindo defeitos craniofaciais, malformações de órgãos 

bem como, no formato dos olhos e enrolamento intestinal (Bronchain et al. 2017). Lanctôt et 

al. (2014) em seu estudo com girinos de Lithobates sylvaticus apresentaram evidências de que 

http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/739502167/bcl_739502167.htm#page_10
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/739502167/bcl_739502167.htm#page_9
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/739502167/bcl_739502167.htm#page_9
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/478041078/bcl_478041078.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/478041078/bcl_478041078.htm#page_7
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formulações comerciais, a base de Glifosato, são capazes de alterar genes relacionados à 

glândula tireoide, além de ter o potencial de alterar a resposta hormonal durante a 

metamorfose.  

De acordo com Paganelli et al. (2010) o Glifosato foi capaz de induzir distúrbios em 

sinalizadores como slug, otx2 e shh causando elevação de ácido retinóico. Estes sinalizadores 

agem como uma cascata genética crítica para o desenvolvimento do cérebro e esqueleto 

craniofacial. Portanto estão correlacionados com a interrupção dos mecanismos de 

desenvolvimento envolvendo a crista neural, a formação da linha média dorsal embrionária e 

o padrão cefálico. Desta forma este tipo de alteração pode ocasionar malformações oculares, 

cerebrais e faciais, como alterações mandibulares, além de alterações caudais (Paganelli et al. 

2010).    

Uma das principais malformações observadas foi alteração na boca, como perda das 

linhas de dentículos queratinosos ou até mesmo perda total das cartilagens labiais 

(mandíbulas). Perdas de dentículos e ou lábios influencia negativamente a vida destes animais 

comprometendo sua alimentação, e respiração (Duellman e Trueb 1986). Os girinos tem um 

metabolismo acelerado, e para isso, passam boa parte do tempo se alimentando, são herbívoros 

e, portanto, usam suas mandíbulas e as estruturas queratinosas para cortar partículas suspensas 

na água e raspar substratos onde encontram alimento. A boca também é responsável por um 

sistema de bomba bucal que auxilia nas trocas de gases (Alonso 2003). Alterações bucais 

prejudicam a nutrição que pode causar um desenvolvimento retardado e falhas reprodutivas 

(Hayes et al. 2010). 

 Malformações bucais também podem ser causadas pelo fungo Batrachochytrium 

dendrobatidis [Bd] (Blaustein et al. 2005; Smith et al. 2007; Mutschmann 2015). No entanto, 

não houve malformações significativas na boca do controle, para nenhuma das espécies. 

Também existe a evidência na literatura de que o herbicida Glifosato atua sobre fungos 

(Dallmann et al. 2010), portanto se descarta a hipótese de alterações bucais causadas por 

fungos neste estudo.  

Outra malformação que apareceu em mais de metade dos expostos foi no intestino. 

Devido aos hábitos alimentares herbívoros dos girinos, foi necessária uma grande área de 

superfície intestinal para absorção de nutrientes (Duellman e Trueb 1986). Assim, o intestino 

é longo e enrolado sobre si (Shreiber et al. 2005; Seixas Filho et al. 2013). Nos girinos 

expostos a Glifosato apareceram alterações no formato, posição ou edema no intestino. Há 

evidencias de que estas alterações podem ocasionar problemas na absorção de alimentos e 

nutrição deste grupo de animais comprometendo sua sobrevivência (Bahia 2007). Alterações 
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intestinais também foram observadas em outros estudos (Lenkowski et al. 2010; Almeida 

2014; Wagner et al. 2017). Grande parte dos girinos apresentaram despigmentação de pele, 

quando expostos as concentrações de Glifosato, esta anormalidade também foi observada em 

outros estudos com agrotóxicos (Brunelli et al. 2009; Almeida 2014).  

Em relação aos olhos, o aspecto da lente e a morfologia foram afetadas pela exposição 

ao Glifosato. Os olhos dos girinos são estruturas sensíveis a contaminantes pois não têm 

qualquer cobertura protetora, as pálpebras são ausentes (Duellman e Trueb 1986). Não se sabe 

ao certo qual o nível de visão de um girino, porém estudos relatam que os mesmos apresentam 

uma série de respostas a luz, preferem ambientes com baixa iluminação, e utilizam a luz para 

orientação, para se manter em interação social, na busca por alimento e para proteção 

mudando sua localização na lagoa durante o dia ou a noite e em dias mais ou menos quentes 

(Laurens 1914; Marangio 1975; Dunlap e Satter 1985; Duellman e Trueb 1986). Portanto, 

sabe-se que alterações oculares podem prejudicar os girinos na detecção de predadores 

(Chovanec 1992), bem como, na procura por alimento e até mesmo na orientação social, 

podendo ficar mais suscetível a predadores se se perder do grupo (Duellman e Trueb 1986). 

Anormalidade na morfologia do corpo (corpo, cauda, pernas) foi observada tanto na 

fase de girino quanto na fase de metamorfose, tanto neste estudo como em outros (e.g 

Lajmanovich 2003; Paganelli 2010; Dornelles 2013; Wagner et al. 2017). Anormalidades 

caudais pode ser associada ao surfactante no herbicida que interfere na síntese de colágeno 

em anfíbios (Mann e Bidwell 2001). As outras malformações prejudicam a natação nos 

animais afetando negativamente a sobrevivência individual e o sucesso da população em 

ambientes naturais, aumentando a suscetibilidade à predação e reduzindo o sucesso de 

forrageamento (Feder 1982; Jung e Jagoe 1995). Deformidades dos membros, crescimento 

diminuído e atrasos na metamorfose são efeitos de desenvolvimento que limitariam o 

potencial reprodutivo. Este cenário pode ser pior para espécies que tem períodos reprodutivos 

curtos, onde o recrutamento fracassado para uma ou duas estações de reprodução pode ser 

desastroso para populações (Hayes 1997; Harper et al. 2008). 

Além de malformações, a metamorfose foi retardada para os girinos das duas espécies 

expostas, permanecendo em clímax metamórfico por uma média de 8 dias a mais que o 

controle. De acordo com Pough et al. (2006) o desenvolvimento larval se divide em três 

períodos: pré metamorfose, pró metamorfose e clímax metamórfico. Na fase Pré-Metamórfica 

os girinos aumentam de tamanho, com pouca mudança de forma. Na Pró Metamórfica 

aparecem os membros traseiros e o crescimento do corpo continua em ritmo lento. No Clímax 

Metamórfico, os membros dianteiros emergem e a cauda começa a regredir. Nesta fase os 

http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/721916921/bcl_721916921.htm#page_11
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/721916921/bcl_721916921.htm#page_11
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1105552428/bcl_1105552428.htm#page_7
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girinos possuem quatro pernas e cauda, portanto não conseguem nadar nem saltar com 

eficiência, ficando mais suscetíveis a predadores (Pough et al. 2006). Um estudo realizado 

com Lithobates sylvaticus mostrou um atraso de 7 dias na metamorfose de girinos expostos a 

2900µg/L de Glifosato (Lanctôt et al. 2014). De acordo com os mesmos autores, este atraso 

pode aumentar a vulnerabilidade dos girinos à predação, fornecimento de alimentos 

insuficiente e reduzir o sucesso reprodutivo. Além de serem presas fáceis neste período, o 

aumento do tempo para completar a metamorfose é motivo de preocupação em condições de 

campo, pois algumas lagoas que servem de habitat para os girinos são propensas a secar 

precocemente (Howe et al. 2004). Portanto, herbicidas à base de Glifosato são tóxicos, afetam 

as taxas de crescimento e causam atrasos no alcance do clímax metamórfico em girinos 

expostos em condições laboratoriais (Lanctôt et al. 2014).  

Na avaliação de risco, a Máxima Concentração de Toxicante (MATC) de Glifosato 

para mortalidade e malformação foi menor do que é permitido para águas brasileiras. Em 

águas de classe III é permitido 280µg/L de Glifosato (Brasil - Conama 357/2005) e 500µg/L 

para água potável (Brasil - Ministério da Saúde 2011). Nos Estados Unidos é permitido 

700µg/L; 280µg/L no Canada e 370 µg/L na Austrália, para água potável. Todos os valores 

permitidos por lei no Brasil e demais países citados ficam bem acima do MATC estimado 

para as duas espécies. 

Em relação a avaliação de risco, o Glifosato apresentou alto risco ambiental agudo e 

crônico para as duas espécies estudadas. Isso significa que a concentração ambiental 

encontrada para este herbicida, causa efeitos danosos a P. cuvieri e P. gracilis.  Desta forma 

concentrações ambientais encontradas no Sul do Brasil e Argentina (e.g. 300µg/L, Silva 2003; 

700µg/L, Peruzzo et al. 2008; 630µg/L, 24h após aplicação Queiroz 2011) podem causar 

malformações graves, que impedem a fuga de predadores, busca por alimento e a 

sobrevivência, deste grupo de animais. 

A meia vida do Glifosato no ambiente pode atingir até seis semanas (Peterson et al. 

1994; Wojtaszek et al. 2004). Em lagoas, principais locais de reprodução e onde passam as 

fases mais críticas de vida, a meia vida do Glifosato pode ser ainda maior, chegando a 120 

dias (Barolo 1993; Mattos 2002). De acordo com nossos dados, qualquer um deste tempos é 

mais que suficiente para exercer efeitos negativos nas espécies de anfíbios estudadas.  

O uso do Glifosato tem causado preocupação a alguns países devido a riscos 

comprovados a saúde animal e humana (Paganelli 2010). A França já proíbe o Glifosato em 

áreas não agrícolas desde o início de 2017. Recentemente, o primeiro-ministro da França pediu 

ao Ministério da Agricultura e Alimentação e ao Ministério da Transição Ecológica e Inclusiva 
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a elaboração de um plano para a eliminação progressiva do Glifosato nas áreas agrícolas, o 

objetivo é banir o herbicida no país até o ano de 2022 (Gouverment 2017).  

 

CONCLUSÃO 

 

 O Glifosato apresentou risco agudo e crônico mesmo em períodos curtos de exposição 

e concentrações baixas, para os girinos das duas espécies em estudo. As alterações observadas 

nesta pesquisa são capazes de comprometer a sobrevivência, capacidade de forrageamento e 

fuga de predadores, prejudicando também o desenvolvimento metamórfico, o que poderia 

diminuir a possibilidade de sucesso reprodutivo, e, portanto, contribuir para possíveis 

extinções das populações de anfíbios.  

A legislação brasileira permite concentrações acima do que causa efeitos negativos 

para as duas espécies de Physalaemus. No entanto, mais ensaios com anfíbios são necessários 

para reavaliar as concentrações de químicos permitidas no ambiente natural, pelas leis 

Brasileiras e dos países da América do Sul onde habitam estes animais.  
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CAPITULO 2 

 

Concentrações ambientais de Glifosato tem potencial genotóxico em anfíbios?  Efeito 

de uma formulação comercial de Glifosato em Physalaemus cuvieri e Physalaemus 

gracilis (Anura, Leptodactyidae). 

 

 

RESUMO 

 

Estudos de genotoxicidade tem revelado que pesticidas, principalmente organofosforados tem 

potencial de ligação com o material genético de vertebrados não alvo, desta forma ocasionam 

danos genéticos que podem prejudicar a integridade genéticas destes animais. Este estudo teve 

como objetivo principal, avaliar a ocorrência de danos genotóxicos em eritrócitos de duas 

espécies de anfíbios nativas da América do Sul: Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis, 

expostas a uma formulação comercial a base de Glifosato, utilizando o Ensaio do Micronúcleo 

e outras Anormalidades Nucleares Eritrocíticas como biomarcador. Para a realização do 

estudo foram coletadas desovas em meio natural. Os ensaios crônicos para posterior análise 

de Micronúcleo tiveram duração de 14 dias e iniciaram no estágio 25 de Gosner (1960). Os 

girinos foram submetidos a doses permitidas pela legislação brasileira, e a concentrações 

encontradas em ambientes naturais, para águas do Brasil e Argentina (500, 700 e 1000µg/L). 

O Glifosato causou Micronúcleos e diversos tipos de anormalidade nucleares eritrocíticas, nas 

duas espécies de Physalaemus. Todas as concentrações testadas foram capazes de ocasionar 

danos que aumentaram com o aumento das concentrações. Tendo em vista as concentrações 

encontradas em ambiente natural, pode-se considerar que o Glifosato oferece risco em 

potencial, principalmente em relação a integridade genética das populações nativas de 

determinadas espécies de anfíbios, particularmente à espécie P. cuvieri e P. gracilis. 
 

Palavras chave: Anfíbios, Danos, Eritrócitos, Micronúcleo, Toxicidade em girinos. 
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INTRODUÇÃO 

 

Anfíbios anuros são reconhecidos como os vertebrados mais ameaçados de extinção 

em todo o mundo, e vêm sofrendo uma crise de grandes proporções desde a década de 1980 

(IUCN 2009; 2014), enfrentando extinção ou o declínio populacional (Lannoo et al. 2011; 

Adams et al. 2013). Os declínios são ainda mais preocupantes, quando ocorrem em regiões de 

alta riqueza e endemismos, como é o caso do Brasil (Toledo et al. 2010; Frost 2017).  

Entre as causas do declínio dos anfíbios estão os contaminantes residuais aquáticos, 

devido a seus efeitos fisiológicos e toxicológicos (Egea-Serrano et al. 2012). Os agrotóxicos 

tem sido considerados os poluentes aquáticos que mais contribuem para o declínio mundial 

das populações de anfíbios (Mann et al. 2009; Hayes et al. 2010; Lavorato et al. 2013), 

principalmente pelo fato de muitas espécies viverem associadas a lagoas temporárias e 

pequenos cursos d’águas adjacentes às áreas agrícolas (Howe et al. 2004; Hayes et al. 2010; 

Muniswamy et al. 2012).  

Anfíbios passam as fases mais críticas de seu desenvolvimento na água (ovos e 

primeiros estágios de vida), além disso seus ovos são desprotegidos e a pele tanto de adulto 

como de girino é altamente permeável (Besten e Munawar 2005; Hayes et al. 2006). Desta 

forma estão suscetíveis a qualquer contaminante aquático (Govindarajulu 2008; Bouhafs et 

al. 2009; Sparling e Fellers 2009; Brühl 2011). Por esses motivos, os anfíbios são 

reconhecidos como um grupo apropriado de vertebrados para se examinar o potencial 

genotóxico de diversas formulações de pesticidas no ambiente aquático (Howe et al. 2004). 

Uma técnica eficaz para testar a genotoxicidade de contaminantes aquáticos, 

principalmente de herbicidas em vertebrados nativos, se dá pela detecção de eritrócitos com 

núcleos anormais (De Flora et al. 1993; Minissi et al. 1996; Nesslany e Marzin 1999; Caliani 

et al. 2014) especialmente para animais aquáticos (Bolognesi et al. 1999, 2004; Campana 

2003). Técnicas de Micronúcleo são consideradas biomarcadores que funcionam 

como indicadores de alerta precoce da poluição, uma vez que suas respostas ocorrem antes de 

danos irreversíveis ao ecossistema (Adams 2000, 2001; Ribeiro 2003; Furnus et al. 2014).  

O ensaio do Micronúcleo in vivo é um ensaio muito utilizado para avaliar a indução 

de aberrações cromossômicas (Hayashi 2016). Esse ensaio verifica a presença de 

Micronúcleos nas células do sangue, ou seja, de pequenos núcleos, separados e adicionais aos 

núcleos principais, produzidos durante a telófase da mitose (OECD 2016).  

Em anfíbios (Barni et al. 2007; Arcaute et al. 2014; Lajmanovich et al. 2014; Pérez - 

Iglesias et al. 2015) e peixes (Carrasco et al. 1990; Ayllon e Vazquez 2000; Cavas e Ergene-

http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/2132141885/bcl_2132141885.htm#page_5
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/2132141885/bcl_2132141885.htm#page_5
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/358240137/bcl_358240137.htm#page_1
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/58954938/bcl_58954938.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/58954938/bcl_58954938.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/442254505/bcl_442254505.htm#page_9
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/442254505/bcl_442254505.htm#page_9
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Gözükara 2003; Souza e Fontanetti 2006) também são consideradas outras categorias de 

anormalidades nucleares eritrocíticas como núcleos entalhados, lobulados, com bolha e 

vacuolizados. Estas anormalidades foram descritas pela primeira vez em peixes por (Carrasco 

et al. 1990) como, entalhados, binucleados, brotos nucleares, lobados, eritrócitos segmentados 

e núcleos com outras alterações morfológicas (Gonçalves et al. 2012). Essas anormalidades 

eritrocitárias nucleares evidenciam atividade citotóxica, genotóxica, mutagênica ou 

cancerígena das substâncias testadas (Attademo et al. 2011; Gökalp-Muranli et al. 2011; 

Rocha 2012). 

 O ensaio do Micronúcleo faz parte de diretrizes de ensaios genotóxicos para muitas 

classes de produtos químicos, incluindo agrotóxicos (Hayashi 2016). Existem casos em que o 

princípio ativo do agrotóxico é fracamente mutagênico, no entanto o produto comercial é 

capaz de induzir mutagenicidade (Titenko-Holland et al. 1997). Estudos de genotoxicidade 

com pesticidas envolvendo espécies de anuros vêm avaliando a exposição a esses compostos 

em suas formulações comerciais, reforçando a importância de entender como as formulações 

comerciais, podem estar afetando esses animais em ambiente natural. (Feng et al. 2004; Yin et 

al. 2008; Bernal et al. 2009; Baorong et al. 2010; King e Wagner 2010; Meza-Joya et al. 2013; 

Yadav et al. 2013; Pérez-Iglesias et al. 2014).  

No Brasil e no mundo, o Glifosato é o princípio ativo mais utilizado em agrotóxicos, 

principalmente pelo fato de plantas transgênicas serem resistentes a ele (Myers et al. 2016). O 

Glifosato inibe a atividade da enzima 5-enolpiruvisticicato-3-fosfato sintase que catalisa a 

síntese de aminoácidos aromáticos em plantas, por este motivo é considerado seguro para 

animais (Duke e Powles 2008; Pavani 2016). Porém acumulações de Glifosato sugerem que 

o mesmo tem causado impactos severos ao ambiente e a saúde humana, (Helander et al. 2012; 

Vera et al. 2013).  

O Glifosato faz parte da classe dos organofosforados, conhecidos por possuírem 

afinidade de ligação com o material genético de organismos vivos, podendo provocar 

alterações e/ou danos nas fitas de DNA, sendo, portanto, chamados agentes genotóxicos 

(Bagchi et al. 1995; Sbrana e Musio 1995; Webster et al. 2002). O DNA e os danos 

cromossômicos são os eventos críticos mais importantes após a exposição a agentes 

cancerígenos e / ou genotóxicos. O dano cromossômico, como resultado de um reparo de 

DNA ineficaz ou incorreto, é expresso durante a divisão celular e representa um índice de 

efeitos genotóxicos acumulados (Bolognesi et al. 2006). 

Estudos de efeitos biológicos com Glifosato em animais aquáticos, principalmente 

com avaliação de células sanguíneas contribui muito para observação de correlações 

http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/723445229/bcl_723445229.htm#page_7
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significativas entre a exposição a contaminantes, tanto naturais como experimentais, e a 

modificação do sangue, para anfíbios e peixes (Al-Sabti 1990; Barni 2007; Frenzilli et 

al. 2009). Este tipo de análise tem sido bastante promissora no que diz respeito a contaminação 

das águas e a influência de contaminantes ambientais (Barni 2007). Embora ocorram 

mutações espontâneas em células de vertebrados, a maioria delas é induzida por agentes 

físicos, químicos ou biológicos, aos quais os organismos podem ser expostos em seus habitats 

naturais (Calviello et al. 2006).  

Várias espécies de anfíbios reproduzem em locais associados a áreas agrícolas e tem 

alto potencial de terem contato com pesticidas, como é o caso de Physalaemus cuvieri (rã- 

cachorro) e Physalaemus gracilis (rã-chorona). Essas duas espécies apresentam tolerância a 

uma ampla gama de habitats, e ocorrem em vários locais da Argentina, Brasil e Paraguai (Frost 

2017).  Podem ser encontradas em corpos d’ água temporários, como poças de água, 

frequentemente em formações vegetais abertas e ambientes antropizados (Achaval e Olmos 

2003; Camargo et al. 2008; Lavilla et al. 2010). São espécies de ampla distribuição e 

normalmente abundantes; mas P. cuvieri é considerada ameaçada localmente na Argentina 

pela destruição dos habitats, para agricultura e extração de madeira, além da poluição da terra 

e água ocasionada pelo escoamento (Mijares 2010). Essas duas espécies podem ser 

consideradas bons modelos para ensaios ecotoxicológicos (e.g. Barreto e Andrade 1995; 

Macagnan et al. 2017). 

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial genotóxico de Glifosato em duas 

espécies de anfíbios nativas da América do Sul: Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis, 

utilizando como biomarcador o Ensaio do Micronúcleo. 

 

MATERIAL E METODOS  

Agrotóxico  

 No presente estudo, foi utilizada a formulação comercial de Glifosato Roundup 

original® DI, herbicida sistêmico, não seletivo, formulado pela Monsanto do Brasil LTDA, 

registrado no Ministério da Agricultura, da Pecuária e Abastecimento – MAPA sob nº 00513. 

Tem em sua composição: Sal de Di-amônio de N - (phosphonomethyl) glycine (Glifosato) 

445 g/L (44,5% m/v), equivalente ácido de N - (phosphonomethyl) glycine (Glifosato) 370 

g/L (37,0% m/v) e outros Ingredientes, 751 g/L (75,1% m/v).  

O Glifosato faz parte do grupo químico glicina substituída, considerado o seu grupo 

de formulação solúvel (SL). De acordo com a bula do Roundup Original® DI, possui 
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classificação Toxicológica Classe II – Altamente tóxico e Classificação do Potencial de 

Periculosidade Ambiental Classe III – Produto Perigoso ao Meio Ambiente. 

Animal Ensaio e considerações dos experimentos 

Para este estudo foram utilizados girinos de duas espécies de anfíbios anuros: 

Physalaemus cuvieri (rã-cachorro) e Physalaemus gracilis (rã-chorona). As coletas das 

desovas ocorreram de outubro de 2016 a março de 2017. As coletas foram realizadas em uma 

propriedade particular localizada na zona rural do município de Paulo Bento – RS (Latitude: 

-27° 42’ 5.76”, longitude: -52 25’ 33,6”), no Horto Florestal Municipal de Erechim – RS (27º 

42’ 43” e 27º 43’ 13” sul e 52º 18’ 05” e 52º 18’ 43” oeste; Horto Florestal Erechim 2012), e 

nos açudes da Universidade Federal da Fronteira Sul localizada na Rodovia ERS 135, km 72, 

nº 200, Erechim – RS (-27° 43’ 43,2”; - 52 17’ 9,07”). As áreas de coleta foram consideradas 

de referência por não terem aplicação de agrotóxicos nas proximidades. 

Foram coletadas desovas com menos de 24 horas após a oviposição, e levadas até o 

laboratório de Ecologia e Conservação da Universidade Federal Fronteira Sul, campus 

Erechim, onde foram mantidas em aquários com aproximadamente 10 litros de água. Como 

os girinos apresentam fótotaxia negativa, e preferência por ambientes com baixa iluminação 

(Anderson e Graham 1967; Anderson e Williamson 1974 e Marangio 1975), foi utilizado 

fotoperíodo natural (Iluminação natural), e os aquários e ensaios foram protegidos da luz 

direta com papel pardo. Desde a entrada no laboratório até o final dos ensaios os girinos 

permaneceram com aeração artificial. A água utilizada para criação e ensaios tinha os 

seguintes parâmetros:  Oxigênio Dissolvido (OD) entre 4,0 e 6,0mg/L, Temperatura 23ºC ± 

2, pH entre 6,8 e 7,2, Condutividade entre 151 e 178 μS/cm, Alcalinidade 9.74 mg CaCO3/L, 

Turbidez< 5; Ca 6.76 mg/L, Na 44.1 mg/L, Mg 1.35 mg/L, Fe 0.08 mg/L e Ni < 0.001 mg/L. 

Os girinos foram alimentados diariamente ad libitum com ração completa para peixes 

e animais aquáticos (Alcon -  MEP 200 complex), com 45% de proteína bruta e vegetal em 

flocos. A alimentação foi iniciada a partir do estágio 25 de Gosner (1960), no qual a boca tem 

sua formação completa (Mcdiarmid e Altig 1999). Os girinos não utilizados nos experimentos 

foram devolvidos ao local de coleta. Esta pesquisa teve licença do Ibama para coleta, nº54939-

1, e autorização do comitê de ética no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal da 

Fronteira Sul.  
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Ensaio crônico 

 

Os ensaios crônicos foram realizados no estágio 25 de desenvolvimento larval (Gosner 

1960), período em que os girinos apresentam peças bucais completas, movimentos labiais, e 

alimentação externa (Mcdiarmid e Altig 1999). Para os ensaios crônicos foram utilizadas três 

concentrações ambientalmente relevantes de Glifosato: 500µg/L (concentração permitida pelo 

Ministério da Saúde em água potável, Brasil 2011), 700µg/L (encontrada em águas 

superficiais na Argentina, Peruzzo 2008) e 1000µg/L (registrada no Brasil em água 

superficial, Rodrigues e Almeida 2005).  

Foram submetidos aos ensaios somente girinos que estavam em boas condições de 

comportamento e mobilidade. Os ensaios crônicos semi estáticos tiveram duração de 14 dias 

e os girinos foram alimentados diariamente com a mesma ração utilizada na criação. A água 

com solução de Glifosato e controle foi renovada a cada sete dias (considerando a meia vida 

do Glifosato de 7 a 8 dias; Jones et al. 2010; Edge et al. 2012) e os ensaios foram inspecionados 

diariamente para controle de temperatura e pH, alimentação, retirada e contabilização dos 

mortos.  

Os ensaios foram organizados em sextuplicata, utilizando-se 10 girinos por recipiente 

de unidade experimental, de vidro extéril e cilíndrico com 450ml de solução de Glifosato. 

Foram colocados 60 girinos por concentração testada e mais 60 girinos para o controle, para 

cada espécie (Figura 1). Os girinos de P. cuvieri expostos aos ensaios tinham comprimento 

total (CT – medida do rostro até o final da cauda) de 9,59±2,11mm (7,61mm – 11,7mm) e 

massa de 0,014g ± 0,007g (0,0045g - 0,0085g) e os girinos de P. gracilis tinham CT de 

9,934mm± 1,5 (8,3mm – 12,71mm) e massa de 0,023g ±0,009g (0,0045g – 0,0085g). 
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Figura 1 – Organização dos ensaios em sextuplicata para Physalaemus cuveri e Physalaemus 

gracilis expostos a diferentes concentrações da formulação comercial de Glifosato. 

 

Ensaio de Micronúcleo e Anormalidades Nucleares Eritrociticas 

 

Para o ensaio de Micronúcleo foram utilizados aleatoriamente 15 girinos de cada 

concentração, e mais 15 do controle, totalizando 60 girinos analisados por espécie. Para cada 

girino foram retiradas amostras de sangue por punção direta do coração, com seringas de 

insulina descartáveis e heparinizadas. As amostras de sangue foram colocadas em lâminas de 

microscopia esterilizadas. Para cada girino foram feitas duas lâminas de sangue, totalizando 

120 por espécie. 

As lâminas com sangue foram deixadas durante 24 horas para secar, e fixadas em 

álcool absoluto por 15 minutos. Posteriormente, foram coradas com corante Giemsa em 

tampão fosfato (pH 6,8) na proporção de 1:10, durante 12 minutos ao abrigo da luz (Figura 

3). Decorrido este tempo, as lâminas foram lavadas suavemente com água destilada com 

auxílio de uma pisseta para a retirada do excesso de Giemsa. Após este procedimento, as 

lâminas foram mantidas à temperatura ambiente para secar. Depois da secagem as lâminas 

foram acondicionadas e guardadas, para serem analisadas posteriormente. A análise da 

frequência de Micronúcleos e demais anormalidades foi determinada a partir da contagem de 

1000 eritrócitos para cada girino, com auxílio de Microscópio Óptico em objetiva de 100X, 

com imersão em óleo mineral. 
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Figura 2 – Preparação das lâminas com esfregaço de sangue de Physalaemus cuvieri e 

Physalaemus gracilis para o ensaio de Micronúcleo. 

No ensaio de Micronúcleo foram analisados os Micronúcleos (corpos de 

cromatina pequenos, não refrativos, circulares ou ovoides que mostram o mesmo padrão de 

coloração que o núcleo principal) e mais nove tipos de Anormalidades Nucleares Eritrocíticas 

(ENAs -  erytrocite nuclear abnormalities). Foram consideras ENAs: (1) Células Binucleada: 

Células com dois núcleos; (2)  Células com Bolha ou Broto: Núcleos com pequena evaginação 

de cromatina; (3) Célula Anucleada: Células sem núcleo; (4) Núcleo Entalhado: Núcleos em 

forma de rim, tendo uma invaginação sem material genético; (5) Núcleo Lobado: Núcleo com 

uma ou mais evaginações maiores que uma bolha; (6) Microcitose: Célula com material 

genético condensado e material citoplasmático se reduzindo; (7) Cariólise: Núcleo 

transparente, somente com o contorno do núcleo; (8) Apoptose: Célula com material genético 

fragmentado (9) Núcleo Vacuolizado: Núcleo apresentando um ou mais vacúolos (Al-Sabti e 

Metcalfe 1995; Carrasco et al. 1990). 

ANÁLISE DOS DADOS 

 

Os resultados obtidos através das análises de Micronúcleo e demais anomalias, foram 

analisadas por ANOVA, seguida do ensaio post-hoc Tukey e/ou Dunnnett`s, quando p<0,05. 

A maior Concentração de Efeito Não Observado (NOAEC - No Observed Adverse 

Effect Concentration) e a menor Concentração de Efeito Observado (LOAEL – Lowest 

Observed Adverse Effect Level) foram determinadas para todas as anormalidades nucleares 

observadas. Para NOAEC e LOAEL a normalidade dos dados foi avaliada pelo ensaio de 
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Shapiro Wilks e a homogeneidade das variâncias foi testada por Bartllet. Para ensaio de 

hipóteses utilizou-se ANOVA seguida do ensaio de Dunnett`s’s para comparar as médias de 

cada tratamento com o controle. Também foi determinada a Máxima Concentração Aceitável 

de Toxicante (Maximum Acceptable Toxicant Concentration - MCAT), que é a média 

aritmética de NOAEC e LOAEL. Foi utilizado nível de confiança de 95% e o software 

Statística 8. 

Para a avaliação de risco ambiental, foi utilizada a abordagem de Quociente de Risco 

(RQ - hazard quotient) que foi calculada como EEC / NOAEC (USEPA 1998), sendo a 

máxima concentração estimada do contaminante no ambiente (EEC - Estimated (or 

maximum) Environmental Contaminant Concentration) a concentração 2160µg/L encontrada 

em águas do Brasil (Rodrigues e Almeida 2005). Após calcular o coeficiente de risco, foi 

comparado ao nível de preocupação da USEPA (Level of concern - LOC). Neste caso o valor 

LOC para risco é 1. Se o HQ> 1, os efeitos prejudiciais são prováveis devido ao contaminante 

em questão (USEPA 2016).  

RESULTADOS 

 

No total, foram analisados 59850 eritrócitos para P. cuvieri e 62383 para P. gracilis. 

A existência de Micronúcleos nas células expostas ao Glifosato (Figura 3 B) foi significativa 

em relação ao controle, para ambas as espécies (P. cuvieri F (3, 54) = 4,7818, p<0,01 e P. 

gracilis, F (3, 56) = 3,4054, p<0,01) e significativa na maior concentração (1000µg/L Dunett 

p<0,001). Os controles das duas espécies não apresentaram nenhum Micronúcleo (Tabela 1).  

Tabela 1 – Frequência de eritrócitos micronucleados em Physalaemus cuvieri e Physalaemus 

gracilis expostos a Glifosato. 

 

 

 

* 

Significativo em relação ao controle, ANOVA e Dunnett`s (p<0,01 ou p<0,05), tabela 2 

Physalaemus cuvieri    

Concentração (µg/L) 
Nº de cél. 

analisadas 
Micronúcleos 

Micronúcleos 

(%) 

Controle 16036 0 0 

500 15550 30 0,19 

700 15249 37 0,24 

1000 13015 96* 0,73 

Physalaemus gracilis   

Concentração (µg/L) 
Nº de cél. 

analisadas 
Micronúcleos 

Micronúcleos 

(%) 

Controle 16067 0 0 

500 15440 9 0,06 

700 15365 5 0,32 

1000 15511 117* 0,75 
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Em relação as outras anormalidades (ENAs, figura 3 B-K), a mais frequente foi núcleo 

entalhado, 3,4% eritrócitos para P. cuveiri, e 3,36% para P. gracilis (Tabela 2, Figuras 4 e 5). 

As outras duas anormalidades mais frequentes em P. cuvieri foi Apoptose (1289 eritrócitos) 

e Microcitose (1078 eritrócitos).  Para P. gracilis, a Microcitose (1029 eritrócitos) e a 

Apoptose (788 eritrócitos) foram as mais frequentes após o núcleo entalhado. A análise feita 

entre micronúcleo + ENAs encontradas em nossos ensaios foi significativa para as duas 

espécies (Tabela 2 e 3, Figuras 4 e 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Micronúcleo e Anormalidades nucleares detectadas nos eritrócitos dos girinos de 

Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis expostos a concentrações de Glifosato. (A) 

Núcleo normal, (B) Micronúcleo; (C) Microcitose; (D) Broto nuclear; (E) Binucleada; (F) 

Núcleo lobado; (G) Núcleo entalhado; (H) Cariólise; (I) Apoptose; (J) Núcleo com vacúolo; 

(H) Anucleada. 
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Tabela 2 – Anormalidades Nucleares Eritrociticas (ENAs) em girinos de Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis, expostos a diferentes 

concentrações de uma formulação comercial do herbicida Glifosato. Para cada anormalidade está apresentado o número absoluto e entre parênteses 

a porcentagem. 

P.  cuvieri     Outras Anormalidades Nucleares Eritrociticas (ENAs)  

Concentração 

(µg/L) 

N° de 

indivíduos 

analisados 

N°  de 

células 

analisadas 

Anucleada Apoptose 
Célula 

Binucleada 

Broto 

nuclear 

Núcleo 

com 

Cariólise 

Núcleo 

Entalhado 

Núcleo 

Lobado 
Microcitose 

Núcleo 

Vacuolizado 

Controle 15 16036 3 (0,18) 12 (0,07) 9 (0,05) 4 (0,02) 5 (0,031) 17 (0,10) 6 (0,03) 8 (0,04) 5  (0,031) 

500 15 15550 1 (0,006) 205* (1,31) 0  (0) 60 (0,38) 200* (1,28) 390* (2,50) 98* (0,63) 200* (1,28) 100  (0,64) 

700 15 15249 100 (0,65) 449* (2,49) 29 (0,19) 110* (0,72) 322* (2,11) 820* (5,37) 129* (0,84) 396* (2,59) 200* (1,31) 

1000 13 13015 379* (2,91) 623* (4,78) 207* (0,15) 247* (1,89) 380* (2,91) 836* (6,42) 354* (2,71) 474* (3,64) 311* (2,38) 

P.  gracilis     Outras Anormalidades Nucleares Eritrociticas (ENAs) 

Concentração 

(µg/L) 

N° de 

indivíduos 

analisados 

N° de 

células 

analisadas 

Anucleada Apoptose 
Célula 

Binucleada 

Broto 

nuclear 

Núcleo 

com 

Cariólise 

Núcleo 

Entalhado 

Núcleo 

Lobado 
Microcitose 

Núcleo 

Vacuolizado 

Controle 15 16067 8 (0,049) 14 (0,08) 18 (0,11) 1 (0,006) 3 (0,01) 5 (0,03) 0 (0) 6 (0,037) 5 (0,03) 

500 15 15440 17 (0,11) 92 (0,59) 63 (0,40) 10  (0,06) 34 (0,22) 712* (4,6) 54* (0,34) 336* (2,17) 110* (0,71) 

700 15 15365 82* (0,53) 138 (0,89) 34 (0,22) 79* (0,51) 76 (0,49) 629 *(4,09) 66* (0,42) 298* (1,93) 100* (0,65) 

1000 15 15511 166* (1,07) 544* (3,50) 259* (1,66) 170* (1,09) 298* (1,92) 751* (4,84) 107* (0,68) 389* (2,50) 224* (1,44) 

* significativo em relação ao controle, ANOVA e Dunnett`s (p<0,01 ou p<0,05), tabela 2 
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Tabela 3 – Resultados da ANOVA e Dunnett`s para Micronúcleo e outras Anormalidades 

Eritrocítica Nuclear (ENAs) em girinos de Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Micronúcleo e Anormalidades Nucleares Eritrocitárias (ENAs) detectadas em 

girinos de Physalaemus cuvieri. 

Physalaemus cuvieri Valor de F 
Valor de P 

(ANOVA) 

Valor de P 

(Dunett) 

Micronúcleo   F (3, 54) = 4,7818 p< 0,01 p<0,01 

Anucleada F (3, 54) =25,327 p<0,01 p<0,01 

Apoptose F (3, 54) =71,631 p<0,01 p<0,01 

Célula Binucleada        F (3, 54) =16,347 p<0,01 p<0,01 

Broto nuclear F (3, 54) =12,845 p<0,01 p<0,05 

Núcleo com Cariólise        F (3, 54) = 42,106 p<0,01 p<0,01 

Núcleo Entalhado F (3, 54) =33,756 p<0,01 p<0,01 

Núcleo Lobado F (3, 54) =163,19 p<0,01 p<0,01 

Microcitóse F (3, 54) =37,733 p<0,01 p<0,01 

Núcleo Vacuolizado        F (3, 54) =13,481 p<0,01 p<0,01 

Physalaemus gracilis Valor de F 
Valor de P 

(ANOVA) 

Valor de P 

(Dunett) 

Micronúcleo F (3, 56) =3,4054 p< 0,01 p<0,01 

Anucleada F (3, 56) =31,500 p<0,01 p<0,01 

Apoptose        F (3, 56)=29,947 p<0,01 p<0,01 

Célula Binucleada F (3, 56) =15,874 p<0,01 p<0,01 

Broto nuclear F (3, 56) =75,448 p<0,01 p<0,01 

Núcleo com Cariólise F (3, 56)=14,747 p<0,01 p<0,01 

Núcleo Entalhado F (3, 56) =15,443 p<0,01 p<0,01 

Núcleo Lobado F (3, 56) =8,0471 p<0,01 p<0,05 

Microcitóse F (3, 56)=10,853 p<0,01 p<0,01 

Núcleo Vacuolizado F(3, 56) =8,9846 p<0,01 p<0,05 
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Figura 5 – Micronúcleo e Anormalidades Nucleares Eritrocitárias (ENAs) detectadas em 

girinos de Physalaemus gracilis. 

Em relação ao controle, todas as concentrações foram significativas para ENAs nas 

duas espécies, bem como, quanto maior a concentração mais alterações nucleares 

eritrocíticas foram observadas (P. cuvieri F (3, 54) = 61,365, p<0,01 e P. gracilis F (3, 56) = 

42,438, p<0,01 Dunnett`s p<0,001) (Tabela 1 e 2; Figuras 6 e 7). 

Analisando-se todas as anormalidades em conjunto a quantidade de ENAs 

encontradas foi significativa na maior concentração testada, 1000µg/L para as duas espécies 

(P. cuvieri = F (2, 40) = 41,740, p<0,01 e P. gracilis = F (2, 42) =19,634, p<0,01, Tukey p<0,001, 

Figuras 6 e 7).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Micronúcleos e Anormalidades eritrocitárias (ENAs) em girinos de 

Physalaemus gracilis expostos a diferentes concentrações de Glifosato, comparados ao 

controle.  
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Figura 7 – Micronúcleos e Anormalidades eritrocitárias (ENAs) em girinos de Physalaemus 

cuvieri expostos a diferentes concentrações de Glifosato, comparados ao controle.  

 

Somente a maior concentração 1000µg/L foi significativa para Micronúcleo e todas 

as ENAs. Algumas ENAs foram significativas a partir de 500µg/L, tanto para P. cuvieri 

(Tabela 2, 3; Figura 8) e P. gracilis (Tabela 2, 3; Figura 9). A frequência de ENAS observadas 

aumentou conforme a concentração testada nas duas espécies (Figuras 8 e 9). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Frequência de células com Micronúcleo e com outras anormalidades nucleares 

em Physalaemus cuvieri expostos a diferentes concentrações de Glifosato.   
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Figura 9 – Frequência de células com Micronúcleo e com outras anormalidades nucleares 

em Physalaemus gracilis expostos a diferentes concentrações de Glifosato.  

 

Análise De Risco Ecológico 

 

A partir dos valores de NOAEC e LOAEL para Micronúcleo e cada tipo de 

anormalidade nuclear, foi calculado a Máxima Concentração Aceitável para o Toxicante 

(MATC). Essa concentração variou de 600 µg/L a 850 µg/L para as duas espécies (Tabela 

4).  

A análise de risco crônico, para Micronúcleo e cada ENA variou de 3,08 a 4,3 para 

as duas espécies. Estes valores estão acima de LOC>1 para todas as ENAs observadas neste 

estudo (Tabela 4). 
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Tabela 4 –Valores de NOAEC, LOAEL, MATC e Risco crônico ecológico (HQ) para 

Micronúcleo e outras Anormalidades Nucleares Eritrocíticas (ENAs) observadas para cada 

espécie. 

Physalaemus cuvieri 
NOAEC 

(µg/L) 
LOAEL(µg/L) MATC(µg/L) 

 

(HQ)  

Micronúcleo + outras anormalidades 

nucleares  
500 700 600 4,3 

Micronúcleo 500 700 600 4,3 

Célula Anucleada 700 1000 850 3,08 

Apoptose 500 700 600 4,3 

Núcleo Binucleado 700 1000 850 3,08 

Núcleo com Broto 700 1000 850 3,08 

Cariólise 500 700 600 4,3 

Núcleo entalhado 500 700 600 4,3 

Núcleo Lobado 700 1000 850 3,08 

Microcitóse 500 700 600 4,3 

Núcleo Vacuolizado 500 700 600 4,3 

Physalaemus gracilis  
NOAEC 

(µg/L) 
LOAEL(µg/L) MATC(µg/L) 

 

(HQ)  

Micronúcleo + outras anormalidades 

nucleares  
500 700 600 4,3 

Micronúcleo 700 1000 850 3,08 

Célula Anucleada 500 700 600 4,3 

Apoptose 500 700 600 4,3 

Núcleo Binucleado 500 700 600 4,3 

Núcleo com Broto 500 700 600 4,3 

Cariólise 500 700 600 4,3 

Núcleo entalhado 500 700 600 4,3 

Núcleo Lobado 500 700 600 4,3 

Microcitóse 500 700 600 4,3 

Núcleo Vacuolizado 500 700 600 4,3 

 

DISCUSSÃO 

 

  O Glifosato induziu a formação de Micronúcleo e de várias alterações nucleares 

eritrocíticas (ENAs) nas duas espécies de Physalaemus testadas. Desta forma, pode ser 

considerado um agente tóxico capaz de causar efeitos genotóxicos em anfíbios. Isso 

concorda com estudos que indicam que o Glifosato em suas formulações comercias são 

capazes de induzir efeitos genotóxicos em peixes, minhocas, camundongos e humanos (e.g. 

Cavalcante et al. 2008; Bolognesi et al. 2009; Prasad et al. 2009; Guilherme et al. 2012; 

Koller et al. 2012; Muangphra et al. 2012).  
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 Apesar de existirem poucos estudos avaliando a genotoxicidade de pesticidas em 

anfíbios (Cabagna et al. 2006; Yin et al. 2008; Giri et al. 2012; Lajmanovich et al. 2014), 

alguns estudos classificam o Glifosato em sua formulação comercial Roundup como 

clastogênico capaz de ocasionar danos genotóxicos em girinos (Clements et al. 1997; Latorre 

e López-González et al. 2015; Schaumburg et al. 2016). O Glifosato pode ser capaz  de 

induzir  estresse oxidativo, através da  acumulação de acetilcolina nas fendas sinápticas, o 

que gera radicais livres e alterações no sistema antioxidante (Blasiak et al. 1999; Shadnia et 

al. 2005; Lushchak 2011). As consequências deletérias primárias do estresse oxidativo 

provavelmente surgem de danos ao DNA, as alterações juntas formam um mecanismo 

potencial de genotoxicidade (Wang et al. 1998; Watt et al. 2007). 

Estudos com anfíbios anuros  tem  demonstrado indução de Micronúcleos em 

eritrócitos como consequência da exposição a agrotóxicos (Bouhafs et al. 2009; 

Lajmanovich et al. 2014; Nikoloff et al. 2014). As duas espécies analisadas neste estudo 

tiveram sensibilidade diferente em relação a concentração testada. Todas as concentrações 

foram capazes de induzir alguma anormalidade eritrocítica, principalmente nas 

concentrações mais altas, o que reforça as propriedades genotóxicas do Glifosato em sua 

formulação comercial para anfíbios anuros, em concentrações encontradas no ambiente e 

permitidas pela legislação.  

 Além do Micronúcleo, as outras anormalidades nucleares encontradas, também 

significam dano à célula. A formação de Núcleo Entalhado nas células foi a anormalidade 

nuclear eritrocítica mais frequente para as duas espécies, porém, o mecanismo exato de 

formação desta anormalidade, ainda é desconhecido (López-Gonzáles 2017). Mesmo assim, 

este tipo de alteração sempre ocorre induzida por compostos genotóxicos, podendo ocorrer 

sozinha, na ausência de Micronúcleos ou em correlação com Micronúcleos e outras 

anormalidades (Ayllon e Garcia -Vasquez 2000; Kirschbaum et al. 2009).  

 Uma possibilidade de explicação para esta anormalidade, bem como para outras que 

tornam os núcleos celulares imperfeitos, pode ser explicadas por alguns autores, como um 

investimento para eliminar danos genéticos, em situações de estresse ou exposição a 

químicos (Shimizu 1998, 2000; Fijan 2002). Neste sentido sempre que é detectado um dano 

genético na célula, inicia-se um processo de recuperação e eliminação da cromatina 

excedente. A região alterada é então movida fora do núcleo e eliminada pela 

exocitose. Antes de o processo ser concluído, a membrana nuclear apresenta imperfeições 

(Carrasco et al. 1990; Prieto et al. 2008; Fenech et al.  2011). Portanto autores tem 

considerado estas anormalidades como indicadores de danos genotóxicos (Cavas e Ergene-

http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1310181165/bcl_1310181165.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1226912401/bcl_1226912401.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1226912401/bcl_1226912401.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1226912401/bcl_1226912401.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1708333609/bcl_1708333609.htm#page_6
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1708333609/bcl_1708333609.htm#page_6
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1310181165/bcl_1310181165.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1310181165/bcl_1310181165.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1310181165/bcl_1310181165.htm#page_8
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1310181165/bcl_1310181165.htm#page_8
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/82334191/bcl_82334191.htm#page_6
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/82334191/bcl_82334191.htm#page_6
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1060414421/bcl_1060414421.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1060414421/bcl_1060414421.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1060414421/bcl_1060414421.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1060414421/bcl_1060414421.htm#page_7
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/114686536/bcl_114686536.htm#page_8
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/114686536/bcl_114686536.htm#page_8
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Gözükara 2003; Ray et al. 2005;  Arcaute et al. 2014; Pollo et al . 2015; Burella et al. 

2016; Schaumburg et al. 2016). 

Entre as ENAs mais frequentes encontradas em nosso estudo ainda estão Núcleos 

Microcíticos. Há evidencias de que Núcleos Microcíticos também se formam como uma 

estratégia para manter a integridade da célula, eliminando o material genético excedente. 

Desa forma, o núcleo se condensa diminuindo a proporção do material genético nuclear 

(Souza e Fontanetti 2006; Lajmanovoich 2014). Esta situação de condensação de núcleo 

parece ser um sinal claro de uma resposta a lesões no material genético nuclear (Ray et al. 

2005). É provável que Núcleos Microcíticos estejam associados também à apoptose das 

células, que se programam para morrer eliminando danos (Saquib et al. 2012).  

Águas poluídas com substâncias químicas, principalmente provenientes de resíduos 

de pesticidas, tornam-se hipóxias (Barni et al. 2007). Na tentativa de aumentar a capacidade 

de transporte de oxigênio neste tipo de água, pode ocorrer uma  divisão celular direta 

(amitose)  em anfíbios, isto pode gerar células com núcleos lobados, bilobados ou até mesmo 

células anucleadas  (Glomski et al. 1997; Barni et al. 1995, 2002, 2007).  

Todas as concentrações testadas foram capazes de causar ENAs, principalmente na 

concentração mais alta 1000µg/L. Neste sentido, há uma grande preocupação, já que as 

concentrações testadas ainda são baixas comparadas ao que já foi encontrado em águas da 

América do Sul, entre 1430 e 2160µg/L (Rodrigues e Almeida 2005; Govindarajulu 2008; 

Aparicio 2013; Primost 2017). A Máxima Concentração de Toxicante (MATC) de Glifosato 

para as Alterações Nucleares Eritrocíticas (ENAs) variaram de 600 a 850µg/L, ou seja, 

abaixo de 1000µg/L e com valores dentro de níveis ambientais já registrados em águas 

superficiais do Brasil e outros países (Austrália,10000µg/L Mann e Bidwell 1999; Estados 

Unidos, 7600µg/L Giesy et al. 2000; Brasil, 2160µg/L Rodrigues e Almeida 2005; 

Argentina, 700µg/L Peruzzo 2008). Outra questão importante é que a maioria das ENAs 

poderia ser causada em concentrações de Glifosato a partir de 600µg/L. Essa concentração 

está próxima do que é permitido pela legislação Brasileira em agua potável (500µg/L, 

Ministério da Saúde 2011) e muito menor do que já foi encontrado em águas semelhantes ao 

habitat das duas espécies em estudo (Rodrigues e Almeida 2005).   

O ensaio de Micronúcleo pode ser utilizado para avaliação de risco (Hayashi 2016). 

Analisando o Coeficiente de Risco Crônico (HQ) para todas as anormalidades nucleares em 

relação aos valores de referência da USEPA o Glifosato apresenta risco ambiental para 

genotoxicidade. Ou seja, as concentrações ambientais de Glifosato testadas têm risco 

genotóxico para P. cuvieri e P. gracilis e possivelmente para outras espécies de anfíbios.  

http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/114686536/bcl_114686536.htm#page_8
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/114686536/bcl_114686536.htm#page_8
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http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1626833642/bcl_1626833642.htm#page_7
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http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1384208816/bcl_1384208816.htm#page_6
http://www.htmlpublish.com/newTestDocStorage/DocStorage/1384208816/bcl_1384208816.htm#page_6
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CONCLUSÃO 

 

De acordo com nossos resultados o uso de Micronúcleos e demais ENAs se 

mostraram sensíveis a determinação de danos genotóxicos. Nossos dados mostraram que 

todas as concentrações de Glifosato testadas foram capazes de induzir imperfeições nos 

núcleos celulares, representando assim danos citotóxicos e genotóxicos nas duas espécies de 

Physalaemus testadas.  

Mesmo em concentrações baixas, inclusive menores do que é encontrado em 

ambiente natural da América do Sul ou permitido pela legislação Brasileira, houve uma 

grande diferença em relação ao controle e as concentrações testadas. Isso impacta 

significativamente na sobrevivência de espécies que habitam ecossistemas aquáticos 

contaminados. 

Tendo em vista o amplo uso das formulações comerciais de Glifosato nas lavouras e 

as concentrações encontradas em ambiente natural, pode-se considerar que esse herbicida 

oferece risco em potencial, principalmente em relação a integridade genética das populações 

nativas de determinadas espécies de anfíbios, particularmente à espécie P. cuvieri e P. 

gracilis. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 Com relação a toxicidade aguda, as espécies apresentaram sensibilidade diferente às 

concentrações de Glifosato testadas, Physalaemus cuvieri foi mais sensível que 

Physalaemus gracilis. 

 

 Praticamente todas as concentrações de Glifosato testadas, causaram malformações 

graves de corpo, cauda e membros para as duas espécies deste estudo, tanto em fase 

de girino, como de metamorfose. As malformações encontradas podem aumentar a 

suscetibilidade à predação e reduzir o sucesso de forrageamento, implicando 

significativamente na sobrevivência de anfíbios, particularmente das espécies P. 

cuvieri e P. gracilis. 

 

  As malformações encontradas aumentaram em quantidade e gravidade a medida que 

se aumentaram as concentrações. Esses resultados se tornam ainda mais graves 

levando-se em conta que as concentrações testadas são consideradas validas pela 

legislação brasileira, bem como já foram encontradas em ambiente natural, para 

águas do Brasil e Argentina. 

 

 O Glifosato afetou o comprimento e o peso dos girinos das duas espécies testadas, 

isso indica menores chances de chegar a vida adulta, bem como um provável 

insucesso reprodutivo.  

 A concentração 280µg/L, permitida pela legislação brasileira para águas de classe 

III, retardou o período de metamorfose dos girinos das duas espécies, permanecendo 

mais dias em clímax metamórfico. Neste período girinos são presas fáceis e as 

chances de sobrevivência se reduzem.  

 Todas as concentrações testadas foram capazes de causar Anormalidades Nucleares 

Eritrocíticas (ENAs), principalmente na concentração de 1000µg/L, que também 

induziu a formação de Micronúcleos. Seguindo a lógica de que as concentrações 

testadas, são baixas comparadas ao que já foi encontrado no ambiente para o Brasil 

e outros países, anfíbios podem estar sofrendo danos em seus habitats naturais. 
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 As concentrações testadas de Glifosato apresentaram alto risco ambiental agudo e 

crônico para as duas espécies. Portanto, as concentrações ambientais encontradas 

para este herbicida, causam efeitos negativos (tóxicos e genotóxicos) para as duas 

espécies em estudo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 


