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RESUMO 

A presença de resíduos de agrotóxicos em ambientes aquáticos é preocupante 
devido a possibilidade de causarem efeitos adversos na biota aquática. O Brasil 
é um dos maiores consumidores de agrotóxicos no mundo em função do seu 
potencial agrícola e de produção de alimentos e, devido a isso, resíduos dos 
agrotóxicos podem atingir o habitat de anfíbios e causar efeitos prejudiciais a 
esses organismos. Dentre os agrotóxicos, os herbicidas 2,4-D e imazetapir 
destacam-se pelo seu amplo uso. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi 
avaliar a toxicidade subletal de uma formulação comercial de 2,4-D e imazetapir 
em girinos de Physalaemus cuvieri. Para ambos os herbicidas, os girinos foram 
expostos durante 14 dias a concentrações ambientalmente relevantes. Os 
animais foram expostos a 0, 1, 7, 21, 35 e 50 μg/L de 2,4-D e 0, 1, 13, 57, 100, 
200, 300 e 400 μg/L de Imazetapir. A sobrevivência e a atividade natatória foram 
monitoradas durante todo o período experimental. Parâmetros de crescimento 
foram medidos no início e no final do experimento. Ao final do ensaio, os girinos 
foram observados quanto a ocorrência de anormalidades morfológicas na boca, 
intestino, cauda e, também foram feitos esfregaços sanguíneos para avaliar o 
potencial genotóxico dos herbicidas. Além disso, foi calculado o coeficiente de 
risco ecológico, a fim de determinar o potencial risco desses dois herbicidas para 
espécies não alvo. Os girinos expostos aos dois herbicidas apresentaram perda 
de peso, alterações na boca e no intestino, assim como alterações nucleares 
eritrocitárias e micronúcleo. Nenhum composto causou alterações morfológicas 
e na atividade natatória dos animais, no entanto, ambos herbicidas causaram 
genotoxicidade e risco crônico aos girinos de P. cuvieri. Com isso, conclui-se que 
as formulações estudadas apresentam toxicidade subletal e cito-genotoxicidade 
em concentrações que podem ocorrer na natureza e afetar a saúde de P. cuvieri. 

Palavras-chave: Anura, Ecotoxicologia, Genotoxicidade, Agrotóxicos 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

The presence of pesticide residues in aquatic environments is of concern due to 

the possibility of causing adverse effects on aquatic biota. Brazil is one of the 

largest consumers of pesticides in the world due to its agricultural and food 

production potential and due to this, pesticide residues can reach amphibian 

habitats and cause harmful effects to these organisms. Among pesticides, the 

herbicides 2,4-D and imazethapyr stand out for their wide use. Therefore, the 

objective of this work was to evaluate the sublethal toxicity of a commercial 

formulation of 2,4-D and imazethapyr in Physalaemus cuvieri tadpoles. For both 

herbicides, tadpoles were exposed for 14 days to environmentally relevant 

concentrations. Animals were exposed to 0, 1, 7, 21, 35 and 50 μg/L of 2,4-D and 

0, 1, 13, 57, 100, 200, 300 and 400 μg/L of Imazetapyr. Survival and swimming 

activity were monitored throughout the experimental period. Growth parameters 

were measured at the beginning and end of the experiment. At the end of the 

test, the tadpoles were observed for the occurrence of morphological 

abnormalities in the mouth, intestine, tail and blood smears were also taken to 

evaluate the genotoxic potential of the herbicides. Furthermore, the ecological 

risk coefficient was calculated in order to determine the potential risk of these two 

hebicides to non-target species. Tadpoles exposed to the two herbicides showed 

weight loss, changes in the mouth and intestine, as well as erythrocyte nuclear 

and micronucleus changes. Neither compound caused morphological changes or 

changes in the swimming activity of the animals, however, both herbicides 

caused genotoxicity and chronic risk to P. cuvieri tadpoles. Therefore, it is 

concluded that the formulations studied present sublethal toxicity and 

cytogenotoxicity at concentrations that can occur in nature and affect the health 

of P. cuvieri. 

Keywords: Anura, Ecotoxicology, Genotoxicity, Pesticides. 
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APRESENTAÇÃO 

 

A dissertação está dividida em introdução geral, referencial teórico e 

possui dois capítulos no formato de artigo científico. O primeiro capítulo aborda 

os efeitos de uma formulação comercial de 2,4-D e o segundo de uma 

formulação comercial de imazetapir em girinos de Physalaemus cuvieri.  Após a 

introdução geral e o referencial teórico foram apresentadas as referências 

bibliográficas utilizadas, no formato da norma da ABNT vigente. Para os 

capítulos, as referências bibliográficas estão elaboradas de acordo com os 

requisitos da revista a serem submetidos. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

O Brasil é um dos maiores produtores de grãos e um dos quatro maiores 

consumidores de agrotóxicos do mundo (Santos et al., 2022). Os agrotóxicos são 

utilizados por exemplo para o controle de insetos e plantas invasoras na agricultura e 

podem ser tóxicos para outros organismos não alvo (Tudi et al., 2021). Devido ao 

intenso uso, essas substâncias químicas ameaçam a qualidade dos ecossistemas 

(Dehnert et al., 2021), sendo, atualmente, um dos principais contaminantes do meio 

ambiente (Santos et al., 2022).  

Os agrotóxicos podem ser dispersos por todo o ambiente através da deriva, 

lixiviação ou escoamento, e podem atingir os recursos hídricos (Pérez-Iglesias et al. 

2020; Monticelli Barizon et al., 2023). No Brasil, já foram demonstrados vários 

resíduos de agrotóxicos em águas superficiais, e que existe risco potencial à vida 

aquática para pelo menos 59% deles (Albuquerque et al., 2016). Ou seja, cada vez 

mais aumentam as evidências de que agrotóxicos têm efeitos ecológicos prejudiciais 

sobre a biota, principalmente em paisagens agrícolas (Brühl; Zaller, 2019). 

Organismos não-alvo, incluindo peixes, anfíbios, moluscos, crustáceos, diatomáceas 

e biofilmes, podem absorver e responder a compostos tóxicos de inúmeras formas, 

dependendo das características físico-químicas do composto, da fonte e da 

suscetibilidade individual da espécie (Stanley et al., 2016). 

Dentre os vertebrados, anfíbios anuros são de particular importância para 

estudos toxicológicos com agrotóxicos, pois muitas espécies se reproduzem em áreas 

agrícolas ou próximo a essas, tornando-os espécies modelo em estudos de 

contaminação ambiental (exemplos: Margarido et al., 2013; Macagnan et al., 2017; 

Rutkoski et al., 2018; Wrubleswski et al., 2018). Existem muitas razões para estudos 

ecotoxicológicos serem realizados com anfíbios, especialmente para avaliar o efeito 

de agrotóxicos. Os efeitos causados por agrotóxicos em girinos podem comprometer 

a viabilidade de populações, assim impactando de forma negativa, já que os anuros 

são um grupo ameaçado com declínio em todo mundo (Agostini et al., 2020). Esse 

grupo está diminuindo drasticamente, com mais de um terço de todas as espécies 

conhecidas (~7.000) ameaçadas de extinção, e a perda desta biodiversidade pode 

representar uma ameaça crescente à saúde global (Bishop et al., 2012; Kolby, 2018). 

Além disso, a maioria das espécies de anfíbios é ecologicamente incomparável entre 

os vertebrados, pois passam parte de sua vida inicial na água, enquanto nos estágios 
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posteriores (adultos) estão em terra, e por possuírem pele permeável, pode ocorrer 

maior absorção de substâncias tóxicas (Bradford et al., 2011; Gonçalves et al., 2014). 

Consequentemente, esses organismos enfrentam um risco de contaminação com 

agrotóxicos tanto no meio aquático quanto no terrestre. 

Um dos agrotóxicos que pode contaminar o meio aquático é o ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) que foi sintetizado pela primeira vez no ano de 1941 e 

atualmente é um herbicida bastante utilizado para controle de plantas daninhas de 

folhas largas (Gaaied et al., 2022) em culturas de trigo, milho, algodão, tabaco e soja 

(Freitas et al., 2019), além de cana-de-açúcar e arroz (Viriato et al., 2020). Atualmente, 

o 2,4-D é empregado na confecção de diversas formulações comerciais amplamente 

utilizadas no mundo (Curi et al. 2019). Devido a vasta utilização, esse herbicida já foi 

encontrado em águas superficiais em várias partes do mundo, como na Argentina (100 

µg/L; Agostini et al., 2020), Brasil (75 µg/L; Pinheiro et al., 2010; 90 µg/L; De Castro 

Lima et al., 2020) e México (0,038 µg/L; Félix–Cañedo et al., 2013).  

Além do 2,4-D, o imazetapir é outro herbicida bastante utilizado no Brasil, 

empregado para o controle de plantas daninhas em culturas de trigo, cevada, alfafa e 

soja, sendo que especificamente na cultura de soja é utilizado como alternativa para 

controle de plantas daninhas resistentes ao glifosato (Soloneski et al., 2017). Os 

estudos de monitoramento das concentrações deste composto no ambiente aquático 

são mais escassos que para o 2,4-D, mas, já foi demonstrada sua ocorrência em 

águas superficiais no Brasil (6,54 µg/L; Almeida et al., 2019), Canadá (0,011 µg/L; 

Donald et al., 2007) e Estados Unidos (0,689 µg/L; Battaglin et al., 2000). 

Existem poucos estudos avaliando a toxicidade de formulações comerciais 

destes dois agrotóxicos em anfíbios (Santos et al., 2024; Pavan et al., 2021; Carvalho 

et al., 2019). Além disso, ambos os agrotóxicos foram detectados em córregos 

próximos e no entorno do Parque Natural Municipal de Sertão (dados não publicados), 

localizado no município de Sertão, no estado do Rio Grande do Sul – Brasil, o que é 

preocupante pois podem afetar a saúde destes animais. O plano de manejo (PNM 

Sertão) estabelece que: 

O Parque Natural Municipal de Sertão – PNM Sertão está incluído no Sistema 
Estadual de Unidades de Conservação – SEUC (Decreto Municipal nº 027 de 
06 de agosto de 1998) e integra o Sistema Nacional de Unidades de 
Conservação – SNUC desde 2011 (Lei Municipal nº 1.974 de 31 de outubro 
de 2011). Categorizada como Unidade de Conservação (UC) de Proteção 
Integral, possui como objetivo primordial a conservação da natureza, sendo 
admitido apenas o uso indireto dos seus recursos naturais, com exceção dos 
casos previstos em Lei (Capítulo III, Artigo 7º, § 1º do SNUC). 
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Como os estudos com concentrações ambientalmente relevantes de 

agrotóxicos também são escassos (Albuquerque et al., 2016), faz-se necessária a 

realização de estudos avaliando o efeito de concentrações realísticas de 2,4-D e 

imazetapir, visto que, diversos organismos não-alvo, como os anfíbios, podem ser 

expostos e ter seu desenvolvimento e sobrevivência afetados no meio em que vivem. 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos tóxicos de concentrações ambientalmente relevantes de 

formulações comerciais dos herbicidas 2,4-D e imazetapir em girinos de Physalaemus 

cuvieri. 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Verificar a sobrevivência de girinos Physalaemus cuvieri expostos a 

concentrações sub-letais de 2,4-D e imazetapir; 

• Avaliar a ocorrência de possíveis alterações morfológicas após a exposição 

crônica dos girinos Physalaemus cuvieri ao 2,4-D e imazetapir; 

• Avaliar a ocorrência de alterações na atividade natatória de girinos de 

Physalaemus cuvieri expostos ao 2,4-D e imazetapir; 

• Determinar a existência ou não da indução de micronúcleos e anormalidades 

nucleares eritrocitárias nos eritrócitos dos girinos após a exposição ao 2,4-D e 

imazetapir; 

• Realizar a avaliação de risco ecológico do 2,4-D e imazetapir em 

Physalaemus cuvieri, com base nos efeitos tóxicos e genotóxicos de cada 

agrotóxico testado. 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

3.1 Agrotóxicos 

 

De acordo com o Ministério de Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), 

no Brasil são utilizados 325 diferentes ingredientes ativos de agrotóxicos e afins, que 

dão origem a 2854 produtos formulados (Agrofit, 2022). Os relatórios do Instituto 
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Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis mostram que 

somente em 2022 (últimos dados divulgados), foram vendidas 800,652 toneladas de 

ingredientes ativos de agrotóxicos no País (Ibama, 2022). Os agrotóxicos são 

percebidos como um grupo altamente regulamentado de produtos químicos em 

relação ao seu risco para o meio ambiente (Brühl; Zaller, 2019), no entanto cada vez 

mais estudos mostram a toxicidade desses compostos para organismos não alvo 

(Benli et al., 2007; Rutkoski et al., 2018; Pavan et al.,2021). 

Segundo a lei 7.802/89 (Brasil, 1989) e decretos 10.833/2021, que alterou o 

Decreto 4.074/2002, os agrotóxicos são definidos como: 

Os produtos e os agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, 
destinados ao uso nos setores de produção, no armazenamento e 
beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na proteção de 
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de 
ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a 
composição da flora ou da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa de 

seres vivos considerados nocivos. 
 

Os agrotóxicos são classificados de I a V (Tabela 1), segundo as normas de 

regulamentação da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa, 2019). Para as 

classes também são atribuídas cores, sendo que os agrotóxicos da classe I e II são 

rotulados com a cor vermelha e considerados extremamente tóxicos e altamente 

tóxicos, respectivamente. Os agrotóxicos da classe II são representados pela cor 

amarela e classificados como medianamente tóxicos. Nas classes IV e V estão 

enquadrados os agrotóxicos rotulados pela cor azul e considerados pouco tóxico ou 

como produto improvável de causar dano agudo, respectivamente. Por fim, os 

agrotóxicos que apresentam a cor verde na embalagem são considerados como não 

classificado. Ou seja, quanto menor a classe, maior é seu nível toxicológico. Além 

disso, agrotóxicos cuja embalagem possui a cor vermelha apresentam elevada 

periculosidade ao meio ambiente e os que possuem a cor verde menor periculosidade.  
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Tabela 1- Classificação toxicológica dos agrotóxicos segundo a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (2019) 

 

Fonte: Anvisa (2019) 

 

O herbicida 2,4-D enquadra-se como classe I, segundo a Anvisa (2019), 

sendo considerado extremamente tóxico ao meio ambiente. Seu uso está 

regulamentado no Brasil para culturas de algodão, arroz, aveia, cana-de-açúcar, café, 

centeio, cevada, citros, milho, trigo, soja, sorgo, pastagens, dentre outros (Anvisa, 

2019). O 2,4-D está listado nos Relatórios de comercialização de agrotóxicos (Ibama, 

2022), como o segundo agrotóxico mais vendido no Brasil, com 59098 toneladas de 

ingrediente ativo vendido, atrás somente do glifosato com 230519 toneladas. O 2,4-

D, cuja molécula é C8H6Cl2O3 (Figura 1), consiste em um ácido, porém, é produzido 

na forma de sal inorgânico, amina ou éster e apresenta solubilidade em água (a 25°C) 

de 900 mg/L (Marcato et al., 2017). Seu ponto de fusão é de 140,5°C, com massa 

molar de 221,03 g/mol (Kennepohl; Munro, 2001). Também, possui tempo de meia 

vida no solo menor que 7 dias e em água de 7,5 dias (Castro, 2010). O coeficiente de 

partição octanol-água (kow) em pH mais elevado é de 0,028 e em pH mais baixo de 

18,23, indicando que a bioacumulação pode ser afetada pelo pH (Marcato et al., 2017; 

Wang et al., 1994). 

Figura 1- Estrutura química da molécula do Agrotóxico 2,4 D 

 
Fonte: Anvisa, 2016. 

Categoria de Classe Nível Toxicológico 
Cor 

referência 

Classe I Extremamente tóxico   
Classe II Altamente Tóxico   
Classe III Mediamente Tóxico   
Classe IV Pouco Tóxico   
Classe V Produto Improvável de Causar Dano Agudo   

Não classificado  Produto Não Classificado   
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O herbicida Imazetapir pertence ao grupo das imidazolinonas, é classificado 

como mediamente tóxico (classe III), e altamente móvel em solo, segundo a Anvisa 

(2019). No Brasil está permitido o uso deste composto em culturas de amendoim, 

arroz, ervilha, feijão, grão de bico, lentilha, soja, sorgo e pastagens (Anvisa, 2019). 

Não está entre os dez agrotóxicos mais vendidos em 2021, porém, teve uma 

comercialização de 203,81 toneladas de IA (Ibama, 2021). Sua molécula é C12H19N3O3 

(Figura 2), com massa molecular de 289,3 g/mol, log de Kow de 1,04 (Schneider, 

2013) e solubilidade em água de 1400 mg/L (20°C) (Chang et al., 2021). Apresenta 

tempo de meia vida na água de 1,6 a 6,2 dias (Santos et al., 2008) e de 90 dias em 

solo, além de possuir alto potencial de lixiviação (Gomes, 2008) pode ser utilizado 

como pré e pós emergente (Costa, 2018) 

 

Figura 2- Estrutura química da molécula do agrotóxico Imazetapir. 

 Fonte: Schneider, 2013. 

 

Nas plantas, o mecanismo de ação do 2,4-D inclui elevação da plasticidade 

da membrana celular, bem como da síntese de proteínas e etileno, o que acarreta na 

divisão celular descontrolada e efeitos prejudiciais ao tecido vascular (Usepa, 2005; 

Marcato et al., 2017). Além disso, tem efeito similar ao ácido auxina indolacético (IAA), 

componente natural em grande parte das plantas, porém, no caso do herbicida, ele 

promove um crescimento acelerado da planta, o que resulta em morte da planta-alvo 

(Marcato et al., 2017; Oruc; Sevgiler; Uner, 2004; Benli et al., 2007). Já o mecanismo 

de ação dos agrotóxicos do grupo das imidazolinonas baseia-se na inibição da enzima 

acetolactato sintase, o que provoca interrupção na síntese de proteínas e de DNA, 
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afetando o crescimento celular, até ocasionar a morte da planta daninha (Soloneski et 

al., 2017). 

3.2 Anfíbios 

 

Atualmente existem 8.714 espécies de anfíbios descritas no mundo, sendo 

222 da ordem Gymnophiona (cecílias), 822 Caudata (salamandras) e 7.670 Anura 

(sapos, rãs e prerecas) (Frost, 2024). O Brasil possui a maior quantidade de espécies 

descritas, com mais de 1.185 espécies, sendo a maioria de anuros (1.144 espécies) 

seguidos por cecílias (39) e salamandras (5) (Segalla et al., 2021). No decorrer das 

últimas duas décadas, principalmente nos últimos anos, os anfíbios vêm sofrendo 

declínio, estando ameaçados de extinção em todo o mundo (Amphibiaweb, 2023). A 

destruição de habitats é o principal fator que contribui para a redução de espécies, 

destacando-se o desmatamento de florestas nativas e as mudanças climáticas 

(Amphibiaweb, 2023; Karlsson et al. 2021). 

Além disso, os anfíbios estão sujeitos aos efeitos negativos dos agrotóxicos 

por possuírem a pele altamente permeável, o que facilita a troca de água, gases e 

eletrólitos com o meio ambiente (Brühl et al., 2013), com isso, são bastante 

vulneráveis a degradação ambiental e a qualidade da água (Amphibiaweb, 2023). Por 

possuírem tanto a fase de vida aquática como terrestre, podem ser contaminados 

mais facilmente, quando estão na fase aquática, por serem expostos a concentrações 

de agrotóxicos que atingem o ambiente aquático devido ao escoamento ou deriva da 

pulverização, enquanto que, na fase terrestre, podem entrar em contato com as 

aplicações diretas dos agrotóxicos (Brühl et al., 2013). 

Os anfíbios são biologicamente únicos entre todos os vertebrados: são os 

únicos tetrápodes com embrião não protegido por uma cavidade amniótica e com larva 

nadadora (Shan et al, 2023). Consequentemente, esses organismos enfrentam um 

risco sem precedentes de contaminação com agrotóxicos tanto no meio aquático 

quanto no terrestre. O gênero Physalaemus (P. nattereri, P. gracilis, P. albonotatus e 

P. cuvieri) tem sido utilizado em vários estudos ecotoxicológicos sobre efeitos de 

agrotóxicos (Freitas et al. 2017; Macagnan et al., 2017; Rutkoski et al., 2018; 

Wrubleswski et al., 2018; Curi et al., 2019; Daam et al. 2019; Herek et al. 2020a, 

2020b). A espécie P. cuvieri, possui rápido desenvolvimento aquático na fase larval 

(girinos), e apresenta uma ampla distribuição geográfica no território brasileiro. 



 
 

 

16 

Atualmente está classificada na Lista Vermelha como Menos Preocupantes (LC – 

Least-Concern) devido a sua ampla gama de habitats, sendo conhecida no Sul, 

Sudeste, Nordeste e Região Central do Brasil, além da Argentina, Paraguai e Uruguai 

(Borges-Martins, 2007; Mijares et al., 2010; Frost, 2022). Contudo, P. cuvieri está 

listada como localmente ameaçada na Argentina devido à alta contaminação por 

agrotóxicos, redução do habitat natural para promover a agricultura e extração de 

madeira (Mijares et al., 2010). Esta espécie deposita seus ovos próximos ou entre a 

vegetação, em massas de espuma que é produzido através do movimento realizado 

pelas pernas na água durante o amplexo (Barreto; Andrade, 1995). Estes ambientes 

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

contaminação por agrotóxicos (Achaval; Olmos, 2003; Lenhardt et al. 2015).  

3.3 Anfíbios como organismos modelo e biomarcadores de toxicidade 

ecotoxicológicos 

 

A introdução de poluentes no ambiente acarreta a necessidade da avaliação 

dos seus efeitos na biota, a curto e longo prazo (Sisinno; Oliveira-Filho, 2013). Ensaios 

de toxicidade são ferramentas que possibilitam essa avaliação e são complementares 

as análises químicas e físicas tradicionais, uma vez que essas não são capazes de 

avaliar o efeito de poluentes ambientais em organismos vivos (Costa et al., 2008). 

Além disso, os ensaios de toxicidade dividem-se em agudo e crônico, sendo que o 

agudo, objetiva determinar o efeito letal de dado composto em um curto período de 

tempo e o crônico, avaliar o efeito subletal em um período de tempo mais longo (Costa 

et al., 2008). 

Atualmente, utilizam-se espécies padronizadas para realização de estudos 

ecotoxicológicos para avaliar a toxicidade de substâncias químicas (OECD, 2016). 

Essa avaliação de toxicidade pode ser realizada em uma grande variedade de 

organismos invertebrados e vertebrados (OECD, 2016). Em ambientes aquáticos, têm 

sido utilizados como organismos os moluscos, vermes bentônicos, esponjas, anfíbios 

e peixes (Silva, 2005). No caso dos anfíbios, as normas que padronizam os estudos 

são escassas e pouco difundidas, o que faz com que esses organismos sejam pouco 

utilizados, apesar de serem bons indicadores de qualidade ambiental (Vasconcelos, 

2014; Gonçalves et. al, 2014).  

Para avaliar o efeito das substâncias em organismos são utilizados 

biomarcadores que consistem em qualquer tipo de alteração bioquímica, fisiológica 
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ou morfológica possível de ser mensurada após a exposição do organismo a um 

composto tóxico (Islas-Flores et al., 2013). Alterações na atividade natatória e 

anomalias morfológicas como alterações na boca, intestino, cauda e ocorrência de 

edemas vem sendo utilizadas para avaliar os efeitos de agrotóxicos em anfíbios 

(Macagnan et al., 2017; Rutkoski et al., 2018; Wrubleswski et al., 2018; Herek et al. 

2020a, 2020b; Pavan et al., 2021). Prejuízos na locomoção de girinos podem acarretar 

em maior susceptibilidade a predadores (Relyea, 2005), assim como os defeitos na 

formação da boca e intestino afetam a obtenção e absorção de alimentos, podendo 

comprometer a sobrevivência dos animais (Rutkoski et al., 2020). 

Além disso, para verificar o efeito de poluentes ambientais em anfíbios o teste 

de micronúcleo vem sendo utilizado nos últimos anos como uma ferramenta para 

avaliar danos ao DNA (Benvindo-Souza et al., 2020). De acordo com Fenech et al 

(2020) as causas da formação de micronúcleos podem ser divididas em seis tipos: a) 

defeitos genéticos nas proteínas que afetam a mitose; b) exposição a genotoxinas 

químicas; c) exposição à radiação ionizante; d) defeitos genéticos em enzimas que 

atuam na reparação do DNA; e) geração excessiva de genotoxinas endógenas, 

provenientes de processos metabólicos; e f) falta de micronutrientes que são utilizados 

como cofatores durante a replicação e reparo do DNA. 

 Em estudos com anfíbios, outra análise complementar ao teste de 

micronúcleo utilizada é a avaliação de anormalidades nucleares eritrocitárias (ANEs) 

que também podem ocorrer durante o processo de divisão celular (Benvindo-Souza 

et al., 2020; Herek et al., 2021; Pavan et al., 2021). Os tipos mais comuns segundo 

Lajmanovich et al. (2015) são: (1) Apoptose: núcleos com fragmentação; (2) Célula 

Binucleada: células com dois núcleos; (3) Núcleo com Bolha: células que apresentam 

uma evaginação pequena da membrana nuclear, com aspecto de bolha encostada no 

núcleo; (4) Cariólise: apresenta somente o contorno do núcleo, sem material genético; 

(5) Núcleo Lobado: núcleo com vários lobos com evaginações que apresentam 

formato irregular; (6) Núcleo Entalhado: núcleos com uma pequena evaginação em 

forma de fenda bem definida, com formato similar a um rim; (7) Núcleo Vacuolizado: 

núcleos que apresentam uma pequena região sem material visível no seu interior; e 

(8) Anucleada: célula com ausência de núcleo. 

Os efeitos toxicológicos de formulações comerciais de 2,4-D e imazetapir 

tem sido poucos estudados em girinos. Girinos de Physalaemus albonotatus expostos 
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ao 2,4-D apresentaram sobrevivência comprometida, alterações morfológicas na boca 

e no intestino, danos hepáticos e aceleração da metamorfose (Curi et al., 2019). Viriato 

et al (2020) demonstraram que o 2,4-D promoveu inibição do crescimento embrionário 

em Lithobates catesbeianus e Mesak et al. (2018) demonstraram aumento na 

frequência de micronúcleo e ANEs na mesma espécie exposta ao 2,4-D. Além disso, 

o efeito neurotóxico do 2,4-D através da inibição da enzima acetilcolinesterase foi 

relatado por Freitas et al. (2022) em girinos de L. castesbeianus. Para imazetapir, 

Pérez-Iglesias et al (2015) observaram efeitos na sobrevivência e genotoxicidade em 

girinos de Hypsiboas pulchellus. Efeitos similares com aumento de micronúcleo e/ou 

ANEs foram verificados em girinos de Rhinella arenarum (Carvalho et al., 2019) e em 

Leptodactylus latinasus (Pérez-Iglesias et a., 2020) expostos ao imazetapir. No 

entanto, devido a ampla variedade de formulações comerciais destes herbicidas, faz-

se necessária a realização de mais estudos avaliando a toxicidade desses compostos 

em diferentes espécies de anfíbios. 
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CAPÍTULO 1 - TOXICIDADE DE CONCENTRAÇÕES AMBIENTALMENTE 

RELEVANTES DE UMA FORMULAÇÃO COMERCIAL DE 2,4-D EM GIRINOS DE 

PHYSALAEMUS CUVIERI. 

 

Resumo 

O Brasil é um dos maiores consumidores do herbicida 2,4-D devido ao seu potencial 
agrícola, no entanto, resíduos desse agrotóxico podem atingir o habitat de anfíbios e 
causar efeitos prejudiciais a esses organismos. Sendo assim, o objetivo deste trabalho 
foi avaliar a toxicidade de uma formulação comercial de 2,4-D em girinos de 
Physalaemus cuvieri. Durante 14 dias os girinos foram expostos as concentrações 
ambientalmente realísticas de 2,4-D, sendo 0, 1, 7, 21, 35 e 50 µg/L. A sobrevivência 
e a atividade natatória foram monitoradas durante todo o período experimental. 
Parâmetros de tamanho do corpo foram medidos no início e no final do experimento. 
Ao final do ensaio, os girinos foram observados quanto a ocorrência de anormalidades 
morfológicas na boca, intestino, cauda e, também foram feitos esfregaços sanguíneos 
para avaliar a presença de anormalidades nucleares. Além disso, foi calculado o 
coeficiente de risco ecológico, a fim de determinar potencial risco em espécies não 
alvo. Os girinos expostos ao 2,4-D apresentaram perda de peso, alterações na boca 
e no intestino, assim como alterações nucleares eritrocitórias e micronúcleo. O 
coeficiente de risco demonstrou que o composto estudado apresenta risco crônico. 
Com isso, conclui-se que a formulação estudada apresenta toxicidade subletal e 
genotoxicidade em concentrações que podem ocorrer na natureza. 
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1. Introdução  

Os agrotóxicos consistem em produtos utilizados para proteger as culturas 

contra pragas e doenças nocivas (Syafrudin et al., 2021). Embora o solo seja o 

principal compartimento de aplicação dos agrotóxicos, os recursos hídricos estão 

bastante suscetíveis a contaminação por agrotóxicos em função do escoamento dos 

campos agrícolas (Sarker et al., 2021). Outras fontes pontuais e difusas também 

contribuem para a entrada de agrotóxicos no ambiente aquático como o descarte 

inadequado de agrotóxicos, vazamentos de locais de armazenamento, uso urbano e 

lançamentos de efluentes oriundos do processo de fabricação (Syafrudin et al., 2021). 

Devido ao crescimento populacional e maior demanda de produção de alimentos 

espera-se um aumento na utilização de agrotóxicos na agricultura, contudo, pouco se 

sabe sobre os efeitos causados pelos agrotóxicos nos ecossistemas (Tang et al., 

2021).  

Desta forma são necessários estudos para avaliar os efeitos dos agrotóxicos, 

como por exemplo do ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), que é considerado o 

primeiro herbicida de auxina desenvolvido na década de 1940 e que atualmente segue 

sendo usado para controle de plantas daninhas de folhas largas (Gaaied et al., 2022). 

O 2,4-D consiste em um herbicida utilizado em pré e pós emergência (Arcaute et al., 

2016) em culturas de soja, arroz, milho, trigo e cana-de-açúcar (Freitas et al., 2019). 

Em baixas concentrações este herbicida imita auxinas naturais das plantas, que 

participam da divisão e alongamento celular e, em altas concentrações, atua como 

herbicida afetando o crescimento de folhas largas (Arcaute et al., 2016). Além do 

grande uso agrícola, o 2,4-D também é aplicado em ecossistemas aquáticos para 

controle de plantas daninhas aquáticas e consequentemente, efeitos indiretos em 

organismos aquáticos não-alvo podem ocorrer (Dehnert et al., 2021). Devido a ampla 

utilização, esse herbicida vem sendo detectado em águas superficiais em várias 

regiões do mundo (Gaaied et al., 2022) como na Argentina (100 µg/L; Agostini et al., 

2020), Brasil (75 µg/L; Pinheiro et al., 2010; 90 µg/L; De Castro Lima et al., 2020), 

México (0,038 µg/L; Félix–Cañedo et al., 2013) e China (125 ng/L; Sun et al., 2020). 

Agrotóxicos tais como os herbicidas podem afetar negativamente a saúde 

dos anfíbios, que são um grupo de vertebrados não-alvo destes compostos químicos 

(Arcaute et al., 2020) e essa pode ser uma das causas da perda de populações de 
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anfíbios em todo o mundo (Suárez et al., 2016; Attademo et al., 2021). Devido a pele 

permeável e ciclo de vida aquático e terrestre (geralmente), os anfíbios são 

considerados bons indicadores da poluição ambiental, podendo estar expostos a 

contaminantes inclusive na fase embrionária (Ji et al., 2016). Physalaemus cuvieri 

(Anura: Leptodactylidae) é uma espécie neotropical que se distribui na América do Sul 

e com ocorrência comum em biomas abertos (Miranda et al., 2019; Nascimento et al., 

2021). Devido a ampla distribuição geográfica, são organismos modelos que podem 

estar suscetíveis a diversos contaminantes (Nascimento et al., 2021), inclusive a 2,4-

D. 

Apesar do amplo uso de 2,4-D, a toxicidade de formulações comerciais foi 

pouco estudada em girinos. O 2,4-D apresentou baixa toxicidade aguda em Lithobates 

catesbeianus, porém, houve diminuição do crescimento embrionário e do baço, 

alterações em células imunes e histopatológicas (Viriato et al., 2020). Em 

Physalaemus albonotatus foram observadas alterações morfológicas na boca e no 

fígado, além de redução da sobrevivência e aceleração do desenvolvimento após a 

exposição a 2,4-D (Curi et al., 2019). Também, foi verificada ocorrência de 

genotoxicidade em L. catesbeianus (Mesak et al., 2018) e de alterações enzimáticas, 

como aumento na atividade enzima de biotransformação glutationa S-transferase em 

Leptodactylus fuscus (Freitas et al., 2019).  Além disso Wingen et al. (2023) relataram 

a ocorrência de estresse oxidativo após a exposição de Scinax squalirostris a 2,4-D. 

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade de 

concentrações ambientalmente relevantes de uma formulação comercial de 2,4-D em 

girinos de Physalaemus cuvieri, avaliando como endpoints sobrevivência, 

crescimento, alterações morfológicas e na atividade natatória, bem como o potencial 

genotóxico. 

2. Metodologia 

2.1 Organismo modelo 

 

Foram coletadas desovas da espécie Physalaemus cuvieri em uma lagoa em 

área não agricultável, localizada no município de Erechim, estado do Rio Grande do 

sul – Brasil (Latitude: 27º43’ 46,11” Sul; Longitude: 52º16’ 54,40” Oeste e colocadas 
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em água reconstituída (ASTM E1439-12), em aquários de vidro (15 L), no laboratório 

de Ecologia e Conservação da Universidade Federal da Fronteira Sul – campus 

Erechim, até atingirem o estágio de desenvolvimento 25 (Gosner, 1960). Neste 

estágio os girinos apresentam tubo oral formado e estruturas corporais para natação 

completa (Gosner, 1960). A alimentação foi feita com ração comercial completa para 

peixes em flocos (Alcon Basic®) e alface orgânica, ministrada a cada 24 h, para ambos 

os alimentos. 

2.2 Composto testado  

 

O agrotóxico testado foi a formulação comercial U 46 BR (concentrado solúvel, 

SL), contendo 806g/L de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 670 g/L de equivalente 

ácido e 380,9 g/L de ingredientes inertes. Foi preparada uma solução estoque 

utilizando-se água destilada, na concentração de 500 mg/L do composto de 2,4 D.  

2.3 Design experimental 

 

 A água utilizada para aclimatação e ensaios ecotoxicológicos foi preparada 

seguindo as orientações descritas na ASTM E1439-12/2012, denominada solução 

FETAX, sendo composta por 625 mg de NaCl, 96 mg de NaHCO3, 30 mg de KCl, 15 

mg de CaCl2, 60 mg de CaSO4 · 2H2O e 75 mg de MgSO4 por litro de água destilada, 

com pH de 7,0 a 7,5. Os parâmetros de qualidade da água (físicos e químicos) foram 

monitorados a cada cinco dias, para garantir os níveis de qualidade. A temperatura e 

oxigênio foram medidos diariamente, sendo que a oxigenação foi feita artificialmente 

com compressores de ar de aquários para peixes. A temperatura da água foi 

estabilizada a partir da aclimatação da sala com ar condicionado (23°C). Os 

parâmetros de pH e a amônia foram monitorados a cada 120 horas.  

Para realização do ensaio de toxicidade crônica, 10 girinos em estágio de 

desenvolvimento 25 (Gosner, 1960) foram colocados em um recipiente de vidro 

esterilizado contendo 500 ml de água (FETAX) mais o agrotóxico. As concentrações 

testadas foram de 1, 7, 21, 35 e 50 µg/L de 2,4-D. Todas as concentrações testadas 

são consideradas ambientalmente realísticas, baseadas em dados da literatura 

(Pinheiro et al., 2010; Pfeuffer, 2011; Agostini et al., 2020; De Castro Lima et al., 2020). 

Em paralelo, o grupo controle foi conduzido somente com a solução FETAX (a mesma 

água usada na criação dos animais). Cada recipiente de vidro foi considerado uma 
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unidade experimental e cada concentração o tratamento. Os tratamentos e controle 

foram realizados em triplicata, ou seja, com três repetições, contendo 10 girinos em 

cada unidade experimental (n = 30). O ensaio crônico teve duração de 14 dias, e as 

soluções foram renovadas a cada 5 dias. Durante o ensaio, os girinos foram 

alimentados diariamente com a mesma alimentação da criação.  

O presente trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais, 

CEUA da UFFS (nº 3268061022). 

2.4 Mortalidade, tamanho do corpo, crescimento e alterações morfológicas 

 

A mortalidade foi avaliada a cada 24 horas, sendo que os girinos mortos foram 

contabilizados e retirados do aquário. Para avaliar o tamanho do corpo e crescimento 

os animais foram medidos e pesados no primeiro e último dia do experimento. Para 

medir o comprimento total utilizou-se um paquímetro Universal Analógico Mitutoyo 

530-140BR e para pesar uma balança digital SHIMADZU modelo UX620H, 

respectivamente. Essas duas medidas juntas foram consideradas tamanho do corpo. 

O crescimento foi considerado a diferença entre o comprimento e peso do primeiro e 

do último dia. 

Ao final do experimento os animais foram avaliados quanto a ocorrência de 

malformações e para isso todos os animais foram observados em estereomicroscópio 

binocular (Nikon SMZ 745T) e fotografados com uma câmara acoplada ao mesmo. As 

estruturas corporais analisadas foram: (a) boca (ausência parcial ou total de 

queratodontes), (b) morfologia do intestino, (c) curvatura da cauda (d) presença de 

edema no corpo.  

2.5 Atividade natatória  

 

A atividade natatória foi observada e registrada em vídeo no 1º (primeiro), 7º 

(sétimo) e 14º (décimo quarto) dia do ensaio e analisada manualmente 

posteriormente. Foi feito um estímulo com bastão de vidro em cada unidade 

experimental, mexendo devagar a água três vezes e, foi realizada uma gravação em 

vídeo da movimentação dos girinos, por 30 segundos. Essas gravações foram 

avaliadas em relação aos seguintes parâmetros comportamentais: (1) atividade 

normal, considerada a atividade do controle, (2) atividade igual a do controle, (3) 

letargia, ou atividade natatória menor que o controle, (4) hiperatividade, ou atividade 
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natatória maior do controle e (5) espasmos. Cada um desses parâmetros foi analisado 

separadamente, contando o número de girinos em cada unidade experimental que 

apresentou o comportamento no momento da avaliação. Para definir quantos girinos 

apresentaram alterações na atividade natatória, realizou-se a soma da quantidade de 

girinos que apresentaram letargia, hiperatividade, espasmos ou imobilidade, e 

classificou-se como atividade natatória irregular.  

2.6 Anormalidades nucleares  

 

Ao final do teste foram retiradas amostras de sangue de todos os animais. 

Previamente, os indivíduos foram anestesiados com lidocaína a 5% (50 mg/g), de 

acordo com o CONCEA (2018). Foi retirada uma gota de sangue, através de punção 

cardíaca, com seringas de insulina descartáveis e heparinizadas. Após, foi realizado 

o esfregaço sanguíneo em lâminas de vidro. As lâminas permaneceram secando por 

12 h, e posteriormente foram coradas utilizando o kit panótico rápido (Laborclin Ltda, 

Brasil), segundo as instruções do fabricante.  

A presença de anormalidades nucleares nos eritrócitos (ANEs), incluindo 

micronúcleos, foram verificadas com resolução de 100x em microscópio óptico, a 

partir da análise de 1.000 eritrócitos por lâmina. A frequência de eritrócitos portadores 

de ANEs foi calculada em relação ao total de células analisadas e o resultado foi 

apresentado em porcentagem (%). Foi avaliada a ocorrência de micronúcleo e oito 

ANEs denominadas, apoptose, célula binucleada, núcleo com bolha, cariólise, núcleo 

lobado, núcleo entalhado, núcleo vacuolizado e célula anucleada, de acordo com 

Lajmanovich et al (2015).  

 2.7 Análise Estatística e de Risco Ecológico 

 

Os dados foram analisados quanto a normalidade e homogeneidade, pelos 

testes de Shapiro-Wilk e Bartllet, respectivamente. Utilizou-se Anova One-Way, 

seguida do teste de Tukey, para dados paramétricos. Para dados não paramétricos 

foi usado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn. O nível de confiança 

utilizado foi de 95% (p< 0,05). As análises foram feitas através do programa GraphPad 

Prism 8.3.4. Com base nos resultados estatísticos definiu-se a concentração de efeito 

adverso não observado (em inglês - No observed adverse effect concentration; NOEC) 

e o nível mais baixo de efeito adverso observado (em inglês - lowest observed adverse 



 
 

 

32 

effect level; LOEL) para os endpoints que apresentaram diferença significativa em 

relação ao controle. A concentração tóxica máxima aceitável (em inglês: maximum 

acceptable toxicant concentration - MATC) foi determinada matematicamente como a 

média geométrica de NOEC e LOEL. Os dados de NOEC, LOEL e MATC forma 

utilizados para análise de risco ecológico. O risco ecológico foi calculado pelo 

quociente de risco crônico (CHQ), de acordo com a Agência de Proteção Ambiental 

dos Estados Unidos (USEPA, 1998). O quociente de perigo crônico é baseado na 

concentração ambiental estimada (CAE) e na NOEC, calculada como CAE/NOEC. 

Como CAE foi utilizada a máxima concentração de 2,4-D registrada em água 

superficial que foi de 100 µg/L (Agostini et al., 2020) e como NOEC os resultados 

obtidos neste estudo. Os resultados de CHQ foram comparados com os níveis de 

preocupação adotados pela USEPA (1998). O valor estabelecido para o risco crônico 

é 1, isto é, se o resultado do risco foi maior que 1 (>1), os efeitos nocivos são 

provavelmente devidos ao contaminante em questão. 

3. Resultados 

3.1 Mortalidade, tamanho do corpo, crescimento e alterações morfológicas 

 

A maior incidência de mortalidade ocorreu na concentração de 50 µg/L 

(13,3%), porém, não houve diferença significativa em relação ao controle (K6,18= 

0.8300; p=0.9751) (Tabela 1). O comprimento total dos girinos não sofreu alterações 

significativas (F5,12= 2.266; p=0.1141) ao final do experimento (Tabela 1). Após a 

exposição de P. cuvieri a concentração de 2,4-D, os girinos expostos a concentração 

de 50 µg/L apresentaram perda de peso (F5,12= 3.956; p=0.0237), significativa em 

relação ao controle, com redução média de 53,19 % de peso (Tabela 1).  

Quanto as alterações morfológicas, houve maior ocorrência de alterações na 

boca e no intestino na concentração de 35 µg/L, em 22,2% e 14,8% respectivamente. 

Não houve ocorrência significativa de alterações na boca (K6,18= 7,108; p= 0,2127) e 

intestino (K6,18= 2,671; p = 0,7506) em relação a controle (Tabela 1; Figura 1). 

Alterações na cauda dos girinos não foram observadas nos tratamentos com 2,4-D 

em relação ao controle (K6,18= 5,000; p=0,4159). 
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Tabela 1 - Parâmetros morfológicos de mortalidade, comprimento, peso e alterações morfológicas em girinos P. cuvieri expostos a 

formulação comercial em 2,4-D. 

Concentração 
(µg/L) 

N° de 
girinos ao 

final 
ensaio 

Mortalidade 
Comprimento 

(mm) 
Peso (g) 

N° de girinos 
com alteração 

na boca 

N° de girinos 
com 

alteração no 
intestino 

Controle 28 2 (6,6%)a 19,02 ± 1,97a 0,11 ± 0,04a 0a 0a 

1 29 1 (3,3%)a 
17,94 ± 1,57a 

(- 5,71%) 
0,09 ± 0,04a 
(-13,23%) 

1 (3,4%)a 1 (3,4%)a 

7 27 3 (10,0%)a 
16,55 ± 2,25a 

(- 12,97%) 

0,1 ± 0,06a  
(- 8,17%) 

4(14,8%)a 4 (14,8%)a 

21 28 2 (6,6%)a 
18,00 ± 3,43a 

(5,38%) 
0,11 ± 0,04a 

(4,88%) 
1 (3,5%)a 2 (3,5%)a 

35 27 3 (10,0%)a 
15,57 ± 2,31a 

(- 18,16%) 
0,11 ± 0,06a 

(-1,86%) 
6(22,2%)a 4 (14,8%)a 

50 26 4 (13,3%)a 
17,64 ± 2,53a 

(- 7,27%) 
0,05 ± 0,03b 
(- 53,19%) 

1 (3,8%)a 3 (11,5%)a 

OBS: Letras diferentes indicam diferença significativa em relação ao controle pelo Teste de Tukey. 
Fonte: Autor, 2023. 
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Figura 1 – Alterações observadas na boca e no intestino de girinos de Physalaemus 

cuvieri, no estágio 25 de Gesner. Imagem aumentada em 10 vezes. A: Controle; B: 

Boca parcialmente sem queratodontes e intestino em formato não-espiral.  

 

 
                       Fonte: Autor, 2023. 

 

3.2 Atividade natatória 

 

Não ocorreram alterações significativas na atividade natatória (letargia e 

hiperatividade) dos girinos no dia 1 (Letargia: K6,18= 3,400; p=0,6386; Hiperatividade: 

K6,18= 4,133; p=0,5304;), no dia 7 (Letargia: K6,18= 4,255; p= 0,5133; Hiperatividade: 

não houve) e no dia 14 (Letargia: K6,18= 6,886; p=0,2293; Hiperatividade: não houve) 

do experimento de exposição, em relação ao controle (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Atividade natatória de girinos de P. cuvieri expostos a 2,4-D. 

Fonte: Autor, 2023. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

significativa em relação ao controle pelo Teste de Tukey ou Dunn. 

 

 

A B 

C D 

  
Número de girinos com 

Letargia 
Número de girinos com 

Hiperatividade 
Concentração 

(µg/L)  0 (Dias)  7 (Dias)  14 (Dias)  0 (Dias)  7 (Dias)  14 (Dias)  

Controle 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 2 1 0 0 

7 1 2 2 2 0 0 

21 0 0 0 0 0 0 

35 1 0 0 2 0 0 
50 0 1 2 0 0 0 
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3.3 Análise de anormalidades eritrocitárias (ANEs) e micronúcleo 

 

As ANEs observadas consistiram em célula anucleada, apoptose, 

binucleada, broto, cariólise, entalhada, lobada e micronúcleo (Tabela 3; Figura 2). 

Para cada grupo foram analisadas dez mil células e a maior incidência de 

anormalidades foi encontrada na maior concentração (Tabela 3). Na concentração de 

50 µg/L verificou-se um aumento significativo na quantidade de células anucleadas 

(K6,18= 13,27; p=0,0210) e em apoptose (K6,18= 12,91; p=0,0242), em relação ao 

controle. Houve um aumento significativo (F 5, 12 = 10,45; p=0,0005) em relação ao 

controle de células com broto nas concentrações de 21, 35 e 50 µg/L. Nas 

concentrações de 35 e 50 µg/L houve um aumento significativo na frequência de 

células lobadas (F5,12 = 12,44; p=0,0002) e com micronúcleo (K6,18= 15,72; p=0,0077).  
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Tabela 3 - Anormalidades nucleares de eritrócitos (ANE’s) encontradas em girinos de 

P. cuvieri expostos as concentrações de 0 (controle), 1, 7, 21, 35 e 50 µg/L de 2,4-D. 

Os dados representam média ± erro padrão, valor mínimo-máximo. Letras diferentes 

indicam diferença significativa pelo teste de Tukey/Dunn (p<0,05).  

 Concentração (µg/L) 

Anomalia Controle 1 7 21 35 50 

Anucleada 0a 0a 0a 0a 
0,3 ± 

0,5a 

(1-2) 

0,3 ± 0,4b 

(1-1) 

Apoptose 
0,2 ± 

0,4a 

(1-2) 

0,2 ± 

0,4a 

(0-2) 

1,0 ± 

0,3a 

(1-3) 

0,8 ± 

0,5a 

(1-2) 

1,3 ± 

0,5a 

(0-2) 

2,5 ± 0,5b 

(1-4) 

Binucleada 
0,3 ± 

0,6a 

(1 -2) 

0,3 ± 

0,3a 

(0-2) 

0,4 ± 

0,1a 

(1-2) 

1,1 ± 

0,8a 

(0-3) 

0,2 ± 

0,2a 

(0-1) 

0,7 ±0,3a 

(1-3) 

Broto 
1,4 ± 

0,3a 

(0-3) 

2,7 ± 

1,5a 

(0-8) 

1,4 ± 

1,2a 

(0-5) 

5,0 ± 

1,0b 

(0-12) 

5,1 ± 

2,0b 

(0-12) 

8,3 ± 1,8b 

(5-15) 

Cariólise 0a 
0,1 ± 

0,2a 

(0-1) 

0,6 ± 

0,6a 

(1- 4) 

0a 
0,5 ± 

0,4a 

(1-2) 

0,6 ± 0,7a 

(1-6) 

Entalhada 
8,9 ± 

1,5a 

(1-4) 

13,3 ± 

4,2a 

(3-24) 

12,1± 

4,3a 

(0-35) 

4,6 

±1,2a 

(1-5) 

5,6 ± 

2,4a 

(1-14) 

5,0 ± 2,5a 

(0-9) 

Lobada 
8,8 ± 

1,1a 

(5-13) 

12,9 ± 

9,1a 

(0-22) 

16,6 

±5,3a 

(0-23) 

20,3 ± 

1,8a 

(7-34) 

25,6 ± 

3,6b 

(10-36) 

40,8 ± 7,7b 

(20-55) 

Micronúcleo 0a 
0,2 ± 

0,4a 

(0-2) 

0,5 ± 

0,2a 

(0-3) 

1,5 ± 

0,2a 

(0-4) 

3,1 ± 

0,5b 

(1-6) 

2,7 ± 7,0b 

(2-4) 

Vacuolizada 

0,1 ± 

0,2a 

(0-1) 

0a 

(2-5) 

1,0 ± 

1,2a 

(0-3) 

1,1 ± 

1,4a 

(0-5) 

0,4 ± 

0,5a 

(0-2) 

0a 

N° células 

analisadas 
10000 10000 10000 10000 10000 10000 

Total de ANEs 

(%) 
1,19 2,87 3,45 3,29 4,15 6,19 

Fonte: Autor, 2023. 
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Figura 2- Eritrócito normal e Anormalidades Nucleares nos Eritrócitos avaliadas em 

girinos de P. cuvieri expostos a formulação comercial de 2,4-D. Legenda: Imagem 

aumentada em 100 vezes. A: Controle; B: Broto; C: Micronúcleo; D: Célula Entalhada; 

E: Vacuolizada F: Cariólise; G: Apoptose; H: Célula Binucleada; I: Célula Anucleada; 

J: Célula Lobada.  

 
          Fonte: Autor, 2023. 
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3.4 Risco ecológico  

 

O NOEC variou de 7 a 50 µg/L, o LOEC de 21 a 50 µg/L e a MATC de 12,12 

a 41,83 µg/L (Tabela 4). O quociente de risco crônico variou de 2 a 14,28 (Tabela 4), 

sendo maior para o endpoint broto. 

Tabela 4 - Valores de concentração de efeito não observado (NOEC), concentração 
de efeito observado (LOEC), máxima concentração aceitável de toxicante (MATC) e 
quociente de risco crônico (CHQ) para os endpoitns peso e anormalidades 
eritrocitárias (ANEs). 

Fonte: Autor, 2023. 

 

 

4. Discussão 

As alterações mais evidentes em girinos de P. cuvieri no estágio  25 de 

Gosner (1960) expostos ao 2,4-D foram redução da biomassa corporal e aumento na 

frequência de anormalidades nucleares eritrocitárias, incluindo micronúcleo. Apesar 

de serem constatadas poucas alterações morfológicas na boca, intestino, cauda, 

atividade natatória, assim como baixa mortalidade, os parâmetros alterados indicam 

que o herbicida foi tóxico nas condições estudadas. Alterações na boca, intestino e 

micronúcleo também foram observadas por Santos et al. (2024), no qual efeitos 

tóxicos em girinos de P. cuvieri expostos a outra formulação comercial de 2,4-D (com 

720 g/L de equivalente ácido) foram verificados na concentração de 52,2 μg/L, 

enquanto neste trabalho a formulação comercial (contendo 806 g/L de ácido) causou 

efeitos tóxicos a partir de 35 μg/L, ficando evidente que a toxicidade pode variar 

dependendo da formulação comercial testada.  

Alterações na boca, evidenciadas pela redução de queratodontes, estão 

diretamente associadas com prejuízos para a obtenção de alimentos, podendo afetar 

o crescimento e o desenvolvimento dos girinos (Pérez-Iglesias et al., 2015; Pavan et 

al., 2021). O crescimento e sobrevivência também podem ser influenciados por 

Endpoint  
NOEC 
(µg/L) 

LOEC 
(µg/L) 

MATC 
(µg/L) 

CHQ 

Peso 35 50 41,83 2,85 
Anucleada 35 50 41,83 2,85 
Apoptose  35 50 41,83 2,85 

Broto 7 21 12,12 14,28 
Micronúcleo 21 35 27,11  4,76 
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alterações morfológicas do intestino, visto que, afetam a absorção de alimentos 

(Pavan et al., 2021).  

Nas condições estudadas, o 2,4-D não afetou o comprimento total do corpo 

dos girinos e a atividade natatória. O mesmo ocorreu para outros anfíbios expostos a 

2,4-D, como em Lithobates catesbeianus que não apresentou alterações no 

comprimento do corpo quando exposto a diferentes formulações comerciais de 2,4-D 

(Mesak et al., 2018) e Boana pardalis, que não teve alterações na atividade natatória 

em contato com o ingrediente ativo desse herbicida (Moutinho et al., 2020). No 

entanto, os girinos de P. cuvieri perderam peso após a exposição a 50 μg/L, o que 

sugere que o herbicida afetou a ingestão ou absorção do alimento. A redução no peso 

também ocorreu em Leptodactylus latrans expostos a mistura de 2,4-D e glifosato 

(Pavan et al., 2021), apontando que realmente agrotóxicos podem influenciar na 

aquisição ou não de massa corporal. A redução no peso pode ocorrer em função de 

diminuição de forrageamento e distúrbios no metabolismo lipídico (Liu et al., 2021), 

além de alterações no metabolismo da tireoide (Hersikorn and Smits, 2011). Contudo, 

os mecanismos sobre como o 2,4-D afeta girinos não são bem compreendidos, pelo 

fato de que há ingredientes inertes não especificados nas formulações, sendo 

necessários mais estudos que avaliem o efeito destes compostos, bem como da 

formulação comercial completa. Além disso, existem diferenças entre os produtos 

comercializados a base de 2,4-D, pois como visto em girinos de L. catesbeianus 

expostos a outra formulação comercial, houve redução no comprimento e ausência 

de alterações na biomassa corporal (Freitas et al., 2019), sugerindo que os efeitos 

podem ser distintos dependendo da espécie e formulação usada.  

A avaliação de ANEs e micronúcleo consiste em um importante parâmetro 

para avaliar o potencial genotóxico de contaminantes (Benvindo-Souza et al., 2020). 

Neste estudo, foi verificado um aumento na frequência de células anucleadas, 

lobadas, com broto e micronúcleo. A presença de células anucleadas pode indicar 

necessidade de aumento de transporte de oxigênio no organismo e é um processo 

que pode ocorrer em girinos expostos a ambientes contaminados (Barni et al., 2007). 

Já a ocorrência de células binucleadas e com micronúcleo está associada com 

alterações no processo de divisão celular, enquanto que as demais anormalidades 

podem ter relação com falhas na amplificação do DNA (Pollo et al., 2015). A presença 

de broto no núcleo da célula pode ser considerada uma estrutura semelhante ao 
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micronúcleo (Prieto et al., 2008) e células com apoptose indicam morte celular 

(Fenech, 2000). Com isso, pode-se constatar que o 2,4-D foi genotóxico aos girinos 

de P. cuvieri e estes resultados corroboram com os de Mesak et al (2018), no qual 

girinos de Lithobates catesbeianus expostos a uma formulação comercial de 2,4-D 

apresentaram diferentes anormalidades eritrocitárias, incluindo micronúcleo, que 

podem afetar o desenvolvimento celular provocando a morte celular. Anormalidades 

nucleares e micronúcleo foram observadas em outras espécies de anfíbios expostas 

a formulações comerciais de 2,4-D isoladas ou misturadas com outros herbicidas 

como em girinos de Lithobates catesbeianus (Mesak et al., 2018), Boana faber e 

Leptodactylus latrans (Pavan et al., 2021).  

O 2,4-D apresentou risco crônico para P. cuvieri, em concentrações 

consideradas realísticas. A MATC de 12,12 µg/L é menor que o valor máximo 

permitido para 2,4-D pela legislação brasileira na água de consumo humano (30 µg/L) 

(Brasil, 2021). Já a MATC 41,83 µg/L é maior que do limite estabelecido na legislação, 

porém, é menor que algumas concentrações possíveis de serem encontradas na 

natureza (Agostini et al., 2020), o que sugere que podem ocorrer efeitos prejudiciais 

em anfíbios anuros, como malformação da boca e intestino e genotoxicidade. Além 

disso, o CHQ para todos os endpoints foi maior que o limite do nível de preocupação 

(LOC=1) para risco crônico (USEPA, 1998), indicando que há potencial de risco 

crônico para organismos aquáticos não-alvo.  

5. Conclusão 
 

Concentrações ambientalmente realísticas de 2,4-D causaram perda de peso 

corporal e aumento na frequência de anormalidades celulares e micronúcleo em 

girinos de P. cuvieri, o que pode afetar o desenvolvimento e comprometer a 

sobrevivência destes animais na natureza. Além disso, o herbicida estudado 

apresentou risco crônico para anfíbios, sugerindo que valores máximos permitidos na 

legislação devem passar por frequentes reavaliações.  
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CAPÍTULO 2 – HERBICIDA IMAZETAPIR É CITOTÓXICO E CAUSA DIMINUIÇÃO 

DE PESO EM GIRINOS DE PHYSALAEMUS CUIVERI 

 

Resumo 

Os ambientes aquáticos são um dos compartimentos ambientais que mais vem sendo 
impactos pela utilização de agrotóxicos na agricultura e, os anfíbios estão entre os 
vertebrados aquáticos que mais sofrem os efeitos dessas substâncias. O presente 
estudo avaliou os efeitos tóxicos de uma formulação comercial de imazetapir em 
girinos de Physalaemus cuvieri expostos as concentrações de 0, 1, 13, 57, 100, 200, 
300 e 400 µg/L durante 14 dias. Todas as concentrações avaliadas causaram 
diminuição do peso corporal nos animais expostos. Não foram observadas alterações 
morfológicas significativas na boca e no intestino dos animais. Também, não foram 
observadas alterações na atividade natatória dos animais ao longo do experimento de 
exposição. Contudo, a formulação testada foi citotóxica a partir da concentração de 
13 µg/L e apresentou risco ecológico crônico aos animais. Embora não tenha ocorrido 
aumento significativo na frequência de micronúcleos, houve aumento significativo na 
ocorrência de eritrócitos com núcleo entalhado e lobado. Com isso, os efeitos 
observados indicam que as concentrações ambientalmente realísticas testadas 
podem ser citotóxicas, afetar a saúde de P. cuvieri e prejudicar o seu desenvolvimento. 
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1. Introdução  

O crescimento populacional impulsiona a expansão de terras e o uso de 

recursos naturais para a produção de alimentos (Viriato et al., 2021). Com isso, as 

práticas agrícolas também são intensificadas e consequentemente há um aumento no 

uso de agrotóxicos (Mesak et al., 2018). Porém, através da deriva, percoloção ou 

escoamento (Pérez-Iglesias et al. 2020) os agrotóxicos utilizados na agricultura 

podem contaminar diferentes compartimentos ambientes como o solo e a água, 

podendo atingir organismos não-alvo (Monticelli Barizon et al., 2023). Além disso, a 

rápida expansão das práticas agrícolas e a contaminação do meio ambiente com 

agrotóxicos, fertilizantes e outros compostos químicos estão associados a perda de 

biodiversidade global, principalmente devido a degradação e destruição de habitats 

naturais (Curi et al., 2019; Freitas et al., 2022). 

O imazetapir é um herbicida empregado mundialmente no controle de 

plantas daninhas em culturas de soja, trigo, cevada, alfafa, dentre outras, para o 

controle de plantas daninhas de folhas largas, principalmente para aquelas resistentes 

ao glifosato (Soloneski et al., 2017). Devido a sua toxicidade, alguns países da União 

Europeia, como Turquia e Ucrânia proibiram a sua utilização (PAN, 2022), no entanto, 

no Brasil o uso é permitido. Além disso, a nível federal não há legislação especificação 

o limite deste composto na água potável (Brasil, 2021), enquanto que o estado do Rio 

Grande do Sul permite até 1500 µg/L (Brasil, 2014). 

Apesar dos anfíbios não serem alvo dos herbicidas, podem sofrer efeitos 

deletérios em função da exposição a estes compostos (Pavan et al., 2021; Herek et 

al., 2021). Isso é preocupante porque atualmente metade de todas as espécies de 

anfíbios correm risco de extinção e prevê-se um drástico declínio para esses animais, 

principalmente devido a poluição, destruição de habitats, doenças patogênicas, 

introdução de espécies invasoras e mudanças climáticas (Karlsson et al. 2021). Além 

disso, os anfíbios têm características diferenciadas que os tornam mais sensíveis aos 

contaminantes, como pele permeável e ciclo de vida aquático e terrestre (Pérez-

Iglesias et al. 2020). Physalaemus cuvieri (Leptodactylidae) é uma espécie com 

distribuição na Argentina, Bolívia, Brasil, Guiana, Paraguai, Uruguai e Venezuela 

(Frost, 2024), cuja reprodução ocorre dos meses de setembro a março (Bastos et al., 

2003), sendo que os indivíduos depositam seus ovos diretamente na água, podendo 
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ocorrer em ambientes aquáticos temporários em áreas antropizadas ou não 

antropizadas (Mijares et al., 2010). Nos últimos anos esta espécie vem se mostrando 

ser um bom organismo-modelo em estudos de ecotoxicologia para avaliar os efeitos 

de agrotóxicos (Wrubleswski et al., 2018; Herek et al., 2020; Herek et al., 2021; 

Samojeden et al., 2022). 

Para avaliar a toxicidade de agrotóxicos em anfíbios podem ser utilizadas 

diferentes ferramentas como os marcadores de genotoxicidade (Carvalho et al., 2019). 

O teste de micronúcleo é uma dessas ferramentas e vem sendo utilizado para avaliar 

danos no DNA de anfíbios oriundos de impactos ambientais (Benvindo-Souza et al., 

2020). Muitos agrotóxicos podem causar danos ao DNA de girinos (Lajmanovich et 

al., 2014; Herek et al., 2020, 2021; Macagnan et al., 2023), no entanto, especialmente 

para o herbicida imazetapir são escassos os estudos avaliando os efeitos que o 

agrotóxico causa em animais não alvo (Soloneski et al., 2017), sobretudo em girinos 

de anfíbios. Até o momento os estudos que avaliaram a cito-genotoxicidade deste 

composto em girinos são recentes. Pérez-Iglesias et al (2015) demonstraram que uma 

formulação comercial a base de Imazetapir causou aumento de mortalidade e de 

ANEs e micronúcleo em girinos de Hypsiboas pulchellus. Além disso, efeitos similares 

de genotoxicidade foram observados em girinos de Rhinella arenarum (Carvalho et 

al., 2019) e em Leptodactylus latinasus (Pérez-Iglesias et a., 2020).  

Diante do exposto, faz-se necessária a realização de estudos com espécies 

que podem estar expostas a este herbicida em seu habitat. Neste contexto, o objetivo 

deste estudo foi avaliar os efeitos de uma formulação comercial de imazetapir na 

sobrevivência, no crescimento e na genotoxicidade em girinos de P. cuvieri.  

Metodologia 

2.1 Organismo modelo  

 

 As desovas de Physalaemus cuvieri foram coletadas em uma lagoa em 

área preserva por mata ciliar e longe de áreas agricultáveis, localizada no município 

de Erechim, estado do Rio Grande do sul – Brasil (Latitude: 27º43’ 46,11” Sul; 

Longitude: 52º16’ 54,40” Oeste). As desovas foram transportadas, em sacos plásticos 

até o laboratório e dispostas em água reconstituída (ASTM E1439-12), em aquários 

de vidro (15 L), até atingirem o estágio de desenvolvimento adequado. O estágio de 
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desenvolvimento estabelecido para teste foi o estágio 25 (Gosner, 1960). A cada 24 

horas os animais foram alimentados com ração comercial completa para peixes em 

flocos (Alcon Basic®) e alface orgânica. 

2.2 Agrotóxico  

 

Foi utilizada uma formulação comercial do herbicida imazetapir denominada 

Imazetapir Nortox, registrada no Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA) sob. n° 

16620. De acordo com as informações do fabricante, a formulação contém 212 g/L de 

Imazetapir Sal de amônio, 200 g/L de equivalente ácido de imazetapir e 874 g/L de 

ingredientes inertes. Uma solução estoque foi feita utilizando-se água destilada, na 

concentração de 500 mg/L, e posteriormente, calculou-se o volume necessário a ser 

pipetado nos aquários para a obtenção das concentrações de 1, 13, 57, 100, 200, 300 

e 400 µg/L. As concentrações testadas podem ser encontradas no ambiente e foram 

baseadas em dados da literatura (Brasil, 2014; Almeida et al., 2019; EPA, 2002). 

 

1.3 Design experimental 

 

A água utilizada para aclimatação e no ensaio de toxicidade foi preparada 

seguindo as orientações descritas na ASTM E1439-12/2012, denominada solução 

FETAX. A solução foi composta por 625 mg de NaCl, 96 mg de NaHCO3, 30 mg de 

KCl, 15 mg de CaCl2, 60 mg de CaSO4 · 2H2O e 75 mg de MgSO4 por litro de água 

destilada, com pH de 7,0 a 7,5. Os parâmetros de qualidade da água (físicos e 

químicos) foram monitorados a cada cinco dias, para garantir os níveis de qualidade. 

A temperatura e oxigênio foram medidos diariamente, a oxigenação foi feita 

artificialmente com compressores de aeração de aquários para peixes. O ensaio de 

toxicidade crônica foi realizado na temperatura de 23°C e teve duração de 14 dias. 

Foram utilizados três aquários de vidro por tratamento (n=3), sendo que cada aquário 

continha 10 girinos em estágio de desenvolvimento 25 (Gosner, 1960), 500 ml de água 

(solução FETAX) e a respectiva concentração do herbicida definida ou somente água 

no caso do grupo controle. No total, foram expostos 30 girinos por tratamento. Os 

parâmetros de pH e a amônia foram monitorados diariamente, e a cada 120 horas foi 

realizada a substituição da água dos aquários e a reaplicação das concentrações do 
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agrotóxico. Durante o ensaio, os girinos foram alimentados diariamente com a mesma 

alimentação da criação (ração comercial para peixes e alface orgânica).  

2.4 Sobrevivência, morfologia e crescimento 

 

A mortalidade foi avaliada a cada 24 horas, sendo que os girinos mortos foram 

contabilizados e retirados do aquário. Para avaliar o crescimento os girinos foram 

medidos e pesados no início e no final do experimento. Um paquímetro Universal 

Analógico Mitutoyo 530-140BR e uma balança digital SHIMADZU modelo UX620H 

foram utilizados para realizar a medição e a pesagem, respectivamente. Após, foi 

calculada a variação de peso e comprimento dos animais. A ocorrência de 

malformações na boca, intestino e cauda, bem como a presença de edemas foi 

verificada no final do ensaio (14 dias). Todos os animais foram observados em 

estereomicroscópio binocular (Nikon SMZ 745T) e fotografados com uma câmara 

acoplada ao mesmo. As estruturas corporais analisadas foram: (a) boca (ausência de 

queratodontes), (b) morfologia do intestino, (c) curvatura da cauda (e) presença de 

edema no corpo.  

2.5 Atividade natatória  

 

A atividade natatória foi observada e registrada em vídeo no 1º (primeiro), 7º 

(sétimo) e 14º (décimo quarto) dia do ensaio e analisada visualmente posteriormente. 

Foi feito um estímulo com bastão de vidro em cada unidade experimental, mexendo 

devagar a água três vezes. Após, foi realizada uma gravação em vídeo da 

movimentação dos girinos, por 30 segundos. Essas gravações foram avaliadas em 

relação a três parâmetros comportamentais: (1) atividade normal, considerada a 

atividade do controle; (2) atividade igual a do controle; (3) letargia, ou atividade 

natatória menor que o controle; (4) hiperatividade, ou atividade natatória maior do 

controle; e (5) espasmos. Cada um desses parâmetros foi analisado separadamente, 

contando o número de girinos em cada unidade experimental que apresentou o 

comportamento no momento da avaliação. Para definir quantos girinos apresentaram 

alterações na atividade natatória, realizou-se a soma da quantidade de girinos que 

apresentaram letargia, hiperatividade, espasmos ou imobilidade, e classificou-se 

como atividade natatória irregular.  
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2.6 Anormalidades nucleares  

 

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados com lidocaína a 5% 

(50 mg/g), de acordo com o CONCEA (2018). Uma gota de sangue foi retirada 

diretamente do coração, utilizando-se agulhas e seringas de insulina previamente 

heparinizadas. O sangue foi depositado em lâminas de vidro e foi feito o esfregaço. 

As lâminas permaneceram secando por 12 h, e posteriormente foram coradas 

utilizando o kit Panótico rápido (Laborclin Ltda, Brasil), segundo as instruções do 

fabricante.  

A presença de anormalidades nucleares nos eritrócitos (ANEs) foi verificada 

em 1000 eritrócitos por lâmina, incluindo micronúcleos, utilizando-se um microscópio 

óptico (resolução de 100x). As ANEs avaliadas foram micronúcleo, apoptose, célula 

binucleada, núcleo com bolha, cariólise, núcleo lobado, núcleo entalhado, núcleo 

vacuolizado e célula anucleada, de acordo com Lajmanovich et al (2015).  

2.7 Análise estatística e Análise de Risco Ecológico 

 

Os testes de Shapiro-Wilk e Bartllet  foram utilizados para avaliar a  

normalidade e homogeneidade dos dados, respectivamente. A Anova One-Way e 

teste de Tukey foram utilizados para dados paramétricos. Para dados não 

paramétricos foi usado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn. O nível 

de confiança utilizado foi de 95% (p< 0,05). As análises foram feitas no software 

GraphPad Prism 6.01. Com base nos resultados estatísticos definiu-se a 

concentração de efeito adverso não observado (em inglês - No observed adverse 

effect concentration; NOEC) e o nível mais baixo de efeito adverso observado (em 

inglês - lowest observed adverse effect level; LOEL) para os endpoints que 

apresentaram diferença significativa em relação ao controle. A concentração tóxica 

máxima aceitável (em inglês: maximum acceptable toxicant concentration - MATC) foi 

determinada matematicamente como a média geométrica de NOEC e LOEL. Os 

dados de NOEC, LOEL e MATC forma utilizados para análise de risco ecológico. O 

risco ecológico foi calculado pelo quociente de risco crônico (CHQ), de acordo com a 

Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 1998). O CHQ é 

baseado na concentração ambiental estimada (CAE) e na NOEC, calculado como 

CAE/NOEC. Como CAE foi utilizada a máxima concentração de imazetapir permitida 
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na água potável pelo estado do Rio Grande do Sul, 1500 µg/L (Brasil, 2014) e como 

NOEC para a máxima concentração utilizada neste estudo, 400 µg/L. Os resultados 

de CHQ foram comparados com os níveis de preocupação adotados pela USEPA 

(1998). O valor estabelecido para o risco crônico é 1, isto é, se o resultado do risco foi 

maior que 1 (>1) existe risco crônico. 

2. Resultados 
 

3.1 Efeitos na sobrevivência, morfologia e tamanho do corpo 

A sobrevivência dos girinos de P. cuvieri (Tabela 1) não foi afetada 

significativamente (K8,24=13,69; p=0,0569) em relação ao controle após 14 dias de 

exposição a formulação comercial do herbicida imazetapir. A maior mortalidade foi 

observada na concentração de 400 µg/L, havendo 83,3% de animais sobreviventes. 

Alterações na boca e no intestino (Tabela 1) como redução na quantidade e/ou 

ausência de queratodontes e intestino com formato não-espiral foram observadas em 

quase todas as concentrações, exceto em 100 e 400 µg/L no caso da boca e em 300 

e 400 µg/L para o intestino. Porém, não houve diferença significativa em relação ao 

controle tanto para as alterações na boca (K8,24=12,24; p=0,0929) quanto no intestino 

(K8,24=9,262; p=0,2344). Em todas as concentrações os girinos apresentaram 

diminuição significativa (F7,16=26,71; p<0,0001) do peso corporal (Tabela 1) em 

relação ao controle, porém, não houve diferença significativa (F7,16 = 0,4019; 

p=0,8874) no comprimento do corpo em relação ao controle (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Sobrevivência, parâmetros morfológicos e de crescimento em girinos P. cuvieri expostos a formulação comercial de 

Imazetapir. A porcentagem de malformações é calculada sob a quantidade de girinos vivos. Letras iguais não diferem entre si pelo 

teste de Tukey/Dunn. 

Concentração 

(µg/L) 

Sobrevivência 

(%) 

N° de girinos 

analisados 

N° de 

girinos 

com 

alteração 

na boca 

N° de 

girinos 

com 

alteração 

no 

intestino 

Peso 

corporal (g) 
Comprimento (mm) 

0 93,3a 28 0a 1 (3,57%)a 0,22 ± 0,04a 17,82 ± 1,83a 

1 90,0a 27 5 (18,51%)a 4 (14,81%)a 0,06 ± 0,02b 17,97 ± 2,12a 

13 90,0a 27 3 (11,11%)a 3 (11,11%)a 0,05 ± 0,01b 16,96 ± 2,08a 

57 96,7a 29 5 (18,51%)a 3 (10,34%)a 0,05 ± 0,01b 17,96 ± 2,12a 

100 96,7a 29 0 a 1 (3,44%)a 0,06 ± 0,01b 17,98 ± 1,73a 

200 90,0a 27 1 (3,70%)a 2 (7,40%)a 0,06 ± 0,01b 16,76 ± 5,05a 

300 93,3a 28 1 (3,70%)a 0a 0,07± 0,003b 16,81 ± 4,67a 

400 83,3a 25 0a 0a 0,06 ± 0,02b 17,74 ± 2,02a 

Fonte: Autor, 2023. 
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Figura 2 – Alterações observadas na boca e no intestino de girinos de Physalaemus 

cuvieri. A: Controle; B: Boca parcialmente sem queratodontes e intestino em formato 

não-espiral.  

 
                               Fonte: Autor, 2023. 

3.2 Atividade natatória 

 

Os girinos expostos ao imazetapir não apresentaram alterações 

significativas (p>0,05) na atividade natatória (Tabela 2), como letargia e 

hiperatividade, ao longo do experimento de exposição, ou seja, no início (0 dias), meio 

(7 dias) e final (14 dias) do experimento. Não foi observada a ocorrência de espasmos 

nos animais ao longo do experimento. 

 

Tabela 2 - Atividade natatória de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a 

Imazetapir. 

Fonte: Autor, 2023. 

intestino em formato não-espiral.   

 

 

significativa em relação ao controle pelo Teste de Tukey ou Dunn. 

 

 

A B 

C D A B 

  
Número de girinos com 

Letargia 
Número de girinos com 

Hiperatividade 
Concentração 

(µg/L)  0 (Dias)  7 (Dias)  14 (Dias)  0 (Dias)  7 (Dias)  14 (Dias)  

Controle 1a 1a 1a 2a 1a 0a 

1 1a 0a 1a 4a 1a 1a 

13 0a 1a 0a 2a 0a 0a 

57 1a 1a 2a 4a 1a 1a 

100 1a 3a 2a 2a 2a 2a 
200 1a 1a 0a 6a 2a 2a 
300 2a 0a 0a 3a 3a 3a 
400 0a 0a 1a 4a 4a 4a 
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2.3 Análise de anormalidades eritrocitárias (ANEs) e micronúcleo 

 

As anormalidades nucleares eritrocitárias observadas nos tratamentos foram 

célula binucleada, anucleada, entalhada, vacuolizada, lobada, núcleo com broto, 

cariólise, apoptose e micronúcleo (Tabela 3). A partir da concentração de 13 µg/L 

houve aumento significativo (F7, 16 = 4,737; p=0,0048) em relação ao controle na 

frequência eritrócitos com núcleo entalhado (Tabela 3). Também ocorreu aumento 

significativo (F7,16=8,756; p = 0,0002) no núcleo lobado nas três maiores 

concentrações avaliadas (Tabela 3). Para as demais ANEs e micronúcleo não 

ocorreram alterações significativas em relação ao controle (p>0.05). 
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Tabela 3 - Anormalidades nucleares de eritrócitos (ANE’s) encontradas em girinos de P. Cuvieri expostos as concentrações de 0 

(Controle), 1, 13, 57, 100, 200, 300 e 400 µg/L do herbicida imazetapir. Os dados representam média ± erro padrão, valor mínimo-

máximo. Letras diferentes indicam diferença significativa pelo teste de Tukey/Dunn (p<0,05).  

Anomalia 

Concentração µg/L 

0 1 13 57 100 200 300 400 

Anucleada 
0.2 ± 0.3a 

0-1 

 
0a 

 

 
0a 

 

0.1 ± 0.2a 

0-1 

 
0a 

 

 
0a 

 

0.2 ± 0.2a 

0-1 
0.1 ± 0.2a 

0-1 

Apoptose 
0a 

 
0.3 ± 0.6a 

0-1 
0.2 ± 0.3a 

0-1 
0.5 ± 0.2a 

0-1 
0.6 ± 0.4a 

0-1 
1.5 ± 0.8a 

0-4 
0.9 ± 0.7a 

0-4 
0.8 ± 1.4a 

0-3 

Binucleada 
0 ± 0a 

 
0.8 ± 0.3a 

0-2 
0a 

 
0.1 ± 0.1a 

0-1 
0.2 ± 0.3a 

0-1 
0.5 ± 0.2a 

0-1 
0.7 ± 0.3a 

0-2 
0.6 ± 0.4a 

0-2 

Broto 
0.6 ± 0.3a 

0-1 
6.8 ± 5.1a 

9-13 
7.2 ± 1.9a 

4-24 
3.8 ± 0.8a 

2-7 
3.8 ± 0.7a 

2-5 
3.0 ± 0.9a 

1-5 
4.8 ± 2.4a 

0-7 
5.5 ± 3.3a 

0-12 

Cariólise 
 

0a 

 

0.3 ± 0.6a 

0-1 
0a 

0.1 ± 0.2a 

0-1 
0a 

0.1 ± 0.2a 

0-1 
0.1 ± 0.2a 

0-1 
0a 

Entalhada 
1.5 ± 0.5a 

1-3 
9.1 ± 4.6a 

1-14 
12.5 ± 3.9b 

5-26 
12.5 ± 3.9b 

3-28 
10.1 ± 1.8b 

6-18 
11.0 ± 1.5b 

5-17 
11.7 ± 2.1b 

5-16 
12.9 ± 2.9b 

3-21 

Lobada 
1.2 ± 0.3a 

1-2 
14.5±3.5a,b 

6-23 
10.1 ±3.4a,b 

5-17 
7.9 ± 0.7a,b 

2-12 
22.4±3.5a,b 

9-27 
24.2 ± 7.7b,c 

10-30 
35.8 ± 19.2c 

2-100 
38.8 ± 5.0c 

7-55 

Micronúcleo 
0.2 ± 0.3a 

0-1 
1.7± 1.4a 

1-3 
2.1 ± 1.1a 

1-5 
1.2 ± 0.7a 

0-2 
1.1±0.7a 

0-2 
1.3 ± 0.3a 

0-3 
0.9 ± 0.7a 

0-2 
1.8 ± 1.4a 

1-3 

Vacuolizada 0a 
0.4 ± 0.5a 

1-3 
0.5 ± 0.5a 

0-2 
0a 

0.6 ± 0.5a 

0-3 
0.3 ± 0.3a 

0-2 
0.4 ± 0.4a 

0-2 
0.2 ±0.3a 

0-2 

N° células analisadas 10000 10000 10000 10000 10000 10000 
 

10000 
 

10000 

Total de ANEs (%) 0.12 1.02 0.96 0.80 1.15 1.26 
 

1.66 
 

1.82 
Fonte: Autor, 2023. 
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3.4 Risco ecológico  

 

O NOEC variou de 1 a 100 µg/L, o LOEC de 1 a 200 µg/L e a MATC de 3,60 

a 141,42 µg/L (Tabela 4). O quociente de risco crônico variou de 15 a 1500 (Tabela 

4), sendo maior para o endpoint entalhado. 

Tabela 4 - Valores de concentração de efeito não observado (NOEC), concentração 

de efeito observado (LOEC), máxima concentração aceitável de toxicante (MATC) e 

quociente de risco crônico (CHQ) para os endpoints peso, anormalidades eritrocitárias 

(ANEs) e micronúcleo 

Fonte: Autor, 2023. 

*: Espaços em branco pelo fato de não haver NOEC e não ser possível calcular o MATC e CHQ. 

3. Discussão 

 

A exposição de girinos de P. cuvieri ao imazetapir causou alterações no 

crescimento e genotoxicidade, embora a sobrevivência, a morfologia da boca e do 

intestino e a atividade natatória não tenham sido comprometidas. Em condições de 

estresse, como exposição a contaminantes, o metabolismo e o crescimento dos 

animais podem ser alterados devido aos esforços realizados pelos animais para 

sobreviver no ambiente contaminado (DiGiacopo; Hua, 2020). Além disso, alterações 

no metabolismo lipídico afetam o metabolismo energético dos girinos e podem 

comprometer o seu desenvolvimento (Bender et al., 2018). A perda de peso corporal 

observada em todas as concentrações pode sugerir que os animais gastaram 

recursos para tolerar o ambiente contaminado pelo herbicida, havendo redução de 

recursos para o crescimento, como sugerido por DiGiacopo e Hua (2020). Já a 

ausência de alterações morfológicas na boca e no intestino podem estar relacionadas 

com a sensibilidade da espécie estudada e com a toxicidade da formulação comercial 

utilizada no ensaio de toxicidade. Pérez-Iglesias et al. (2015) observaram que girinos 

Endpoint  
NOEC 
(µg/L) 

LOEC 
(µg/L) 

MATC 
(µg/L) 

CHQ  
[ ] Ambiente 

CHQ  
[ ]Estudo 

Peso 
corporal 

* 1 
* * 

 

Entalhada 1 13 3,60 1500 400 
Lobada 100 200 141,42 15 4 
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de Hypsiboas pulchellus (Anura, Hylidae) expostos a 410 µg/L de outra formulação 

comercial de imazetapir apresentaram redução de queratodontes na boca. 

O herbicida estudado também demonstrou potencial citotóxico aos girinos 

de P. cuvieri, devido ao aumento da frequência de eritrócitos com núcleo entalhado e 

lobado. O mecanismo exato da formação de eritrócitos com núcleo entalhado e lobado 

ainda é desconhecido (Pollo et al., 2015; Braham et al., 2017), porém, as presenças 

destas anormalidades podem servir como precursoras para a formação de 

micronúcleo (Amaral et al. 2019), embora não observado de forma significativa neste 

estudo. A ocorrência de ANEs e MNs pode ser ocasionada pelo excesso de espécies 

reativas ao oxigênio gerado após a exposição a contaminantes, que pode resultar em 

estresse oxidativo e danificar moléculas como o DNA (Svartz et al., 2020). Apesar de 

neste estudo não terem sido avaliados estes marcadores, sugere-se que o herbicida 

testado possa ter alterado parâmetros de estresse oxidativo, o que resultou nas ANEs 

observadas, no entanto, mais estudos são necessários para verificar se isso ocorre 

de fato. 

O potencial cito-genotóxico do imazetapir foi demonstrado em poucos 

estudos até o momento. Girinos de Hypsiboas pulchellus expostos por 48 horas a 390 

e 780 µg/L de outra formulação comercial de imazetapir não apresentaram aumento 

significativo na frequência de micronúcleos, porém, em 96 horas de exposição sim, 

inclusive apresentaram aumento na frequência de eritrócitos entalhados e lobados 

(Pérez-Iglesias et al., 2015). A ocorrência destas mesmas anormalidades eritrocitárias 

foi observada em girinos de Leptodactylus latinasus expostos a outra formulação 

comercial de imazetapir a partir da concentração de 220 µg/L e em 48 horas de 

exposição (Pérez-Iglesias et al., 2020). Danos no DNA detectados pelo ensaio cometa 

também foram relatados em girinos de Rhinella arenarum expostos a uma formulação 

comercial de imazetapir (Carvalho et al., 2019).  Imazetapir não foi potencialmente 

genotóxico para P. cuvieri, pois ocorreu um baixo número de micronúcleos e não 

houve diferença entre os girinos expostos as diferentes concentrações. No entanto, 

núcleos lobados poderiam ser precursores de micronúcleos, e representam um 

processo para eliminar genes amplificados dos núcleos (Strunjak-Perovic et al., 2009).  

A formação de núcleos lobados ocorre na fase S do ciclo celular durante o processo 

de eliminação do material genético extra do núcleo (Canedo et al., 2021). O 

aparecimento significativo de núcleos lobados e entalhados demonstra que houve 
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ruptura na maquinaria celular dos girinos de P. cuvieri expostos a Imazetapir, portanto, 

esse herbicida foi citotóxico para esse anfíbio.  Os danos no material genético podem 

ter consequências biológicas, resultando na diminuição da capacidade do organismo 

de sobreviver sob condições estressantes (Zhelev et al., 2022). Sugere-se, portanto, 

que essas duas anormalidades nucleares são biomarcadores sensíveis para avaliar a 

citotoxicidade na exposição crônica de anfíbios a imazetapir. 

O agrotóxico Imazetapir apresentou risco crônico, pois os valores foram 

maiores que 1 (>1), conforme estabelecido pela USEPA (1998). Isso é preocupante, 

visto que as concentrações estudadas podem ser encontradas no ambiente e a 

legislação do Rio Grande do Sul permite 1500 µg/L de imazetapir na água de consumo 

humano (Brasil, 2014). A nível federal, a legislação brasileira não define nível máximo 

aceitável na água (Brasil, 2021). Além disso, são escassos os estudos monitorando 

concentrações deste agrotóxico na água. No Brasil foram detectadas por exemplo 

concentrações de 0,025 µg/L (Caldas et al., 2018), 0,58 µg/L (Perin et al., 2021) e 6,54 

µg/L em águas superficiais (Almeida et al., 2019). Porém, a EPA estimou a ocorrência 

de imazetapir em águas superficiais na concentração de 93,18 µg/L (EPA, 2002). Com 

isso, os efeitos tóxicos causados pela formulação estudada foram observados em 

concentrações menores das encontradas no ambiente (exemplo: a redução de peso 

corporal dos girinos a partir de 1 µg/L) e da prevista na legislação do Rio Grande do 

Sul, indicando a necessidade de estudos com vários organismos não alvo e uma 

indicação de limites para esse herbicida em leis federais, baseados em concentrações 

seguras para a vida silvestre. 

4. Conclusão 

A formulação comercial estudada afetou negativamente o peso dos girinos 

de P. cuvieri, foi citotóxica e apresentou risco crônico. Além disso, as concentrações 

estudadas podem ocorrer na natureza, porém, seus efeitos são poucos estudados em 

anfíbios. Com isso, os resultados deste estudo mostram os potenciais riscos do 

imazetapir a uma espécie de anfíbio nativa, que pode ser exposta a esse contaminante 

principalmente na fase larval, podendo ter sua saúde e desenvolvimento 

comprometidos. 
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