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“As coisas seriam bem mais fáceis se a gente entendesse que não existe um modo 

certo de viver que nos torne imunes à tristeza. E que a tristeza é parte intrínseca do 

tecido da felicidade. Não dá para ter uma sem a outra. Obviamente, elas vêm em 

diferentes graus e doses. Mas não há uma vida sequer em que a pessoa possa existir 

num estado permanente de felicidade absoluta. E imaginar que existe uma vida assim 

só acrescenta mais infelicidade à nossa vida (Haig, 2021, p. 193) ”. “Não é 

consequência da Teoria de Darwin o fato de fazermos parte de algo maior, de um todo 

para o qual tudo é importante, até a menor forma de vida? Somos um planeta vivo, 

Sofia! Somos um grande barco navegando ao redor de um sol incandescente no 

universo. Mas cada um de nós é um barco em si mesmo, um barco carregado de genes 

navegando pela vida. Se conseguirmos levar esta carga ao porto mais próximo, nossa 

vida não terá sido em vão (Gaarder, 1991, p. 454) ”. 

 

 



RESUMO 

Os anfíbios são conhecidos por serem bioindicadores, devido a sua sensibilidade a impactos 

ambientais. Uma espécie que vem sendo estudada para entender a toxicidade de ambientes e 

perturbações é Physalaemus cuvieri, um pequeno sapo com ampla distribuição geográfica na 

América do Sul. O objetivo desse estudo foi avaliar respostas morfológicas, comportamentais 

e celulares de girinos de P. cuvieri expostos a águas de ambientes preservados do interior do 

Parque Natural Municipal de Sertão (PNMS) e alterados no entorno agrícola. Coletaram-se 

amostras de água de dois charcos por ambiente, que foram levadas ao laboratório para análises 

físico-químicas e de agrotóxicos. As desovas de P. cuvieri foram coletadas na Universidade 

Federal da Fronteira Sul (UFFS), e criadas até o estágio 25 de Gosner. Foram montados 

microcosmos com a água e plantas dos charcos, pedras e 20 girinos cada, em triplicata. O ensaio 

durou 21 dias, com monitoramento periódico de pH, temperatura, oxigênio e amônia. Foram 

analisados os parâmetros de sobrevivência, medidos comprimento, massa, calculado índice de 

massa corporal e índice escalar de massa escalonada, realizados testes de comportamento e 

análises de anormalidades nucleares nos eritrócitos. Os parâmetros físico-químicos variaram 

pouco, exceto PA1, com maiores DBO e DQO, e PA2, com mais fósforo e nitrato. Nove 

agrotóxicos foram encontrados no entorno e cinco no interior, destacando-se o herbicida 2,4-D 

(maior no interior) e atrazina. Não houve mortalidade nem malformações nos girinos. No 

entanto, os girinos do interior apresentaram maiores massa, comprimento, BMI e SMI. No teste 

aversivo, os girinos do entorno permaneceram mais na zona de risco. No predatório, os girinos 

do entorno mostraram maior exploração da área, menor permanência nas bordas e maior tempo 

no centro, indicando percepção de risco alterada. Girinos do entorno tiveram mais 

anormalidades nucleares, como micronúcleos e núcleos lobados, entalhados e com broto. As 

águas do entorno causaram mais alterações, possivelmente relacionadas com a mistura de 

agrotóxicos. A mistura de poluentes intensifica os efeitos, mais do que compostos isolados. 

Mesmo águas do interior do PNMS apresentaram impactos, evidenciando que nem áreas 

protegidas estão livres de contaminação. 

Palavras-chave: anuros, ecotoxicologia, conservação, agrotóxicos. 

  



ABSTRACT 

Amphibians are known to be bioindicators due to their sensitivity to environmental impacts. 

Physalaemus cuvieri, a small frog with wide geographical distribution in South America, has 

been studied to understand environmental toxicity and disturbances. The objective of this study 

was to evaluate morphological, behavioral, and cellular responses in P. cuvieri tadpoles 

exposed to waters from preserved environments within the Municipal Natural Park of Sertão 

(PNMS) and altered environments in the surrounding agricultural area. Water samples were 

collected from two ponds in each environment, transported to the laboratory, and analyzed for 

physical-chemical parameters and pesticides. P. cuvieri egg clutches were collected at Federal 

University of Fronteira Sul (UFFS) and reared until Gosner stage 25. Microcosms were set up 

with water and plants from the ponds, stones, and 20 tadpoles each, in triplicate. The assay 

lasted 21 days, with periodic monitoring of pH, temperature, oxygen, and ammonia. Survival 

parameters were analyzed; length and mass were measured; Body Mass Index (BMI) and 

Scaled Mass Index (SMI) were calculated; behavioral tests were conducted; and nuclear 

abnormalities in erythrocytes were assessed. Physical-chemical parameters varied little, except 

in PA1 (higher BOD and COD) and PA2 (more phosphorus and nitrate). Nine pesticides were 

detected in the surrounding area and five within the park, notably the herbicide 2,4-D (higher 

concentration inside) and atrazine. No mortality or malformations occurred in tadpoles. 

However, tadpoles from inside the park exhibited greater mass, length, BMI, and SMI. In the 

aversive test, tadpoles from the surrounding area spent more time in the risk zone. In the 

predation test, they showed greater exploration of the area, less time at the edges, and more 

time in the center, indicating altered risk perception. Tadpoles from the surrounding area also 

had more nuclear abnormalities—such as micronuclei and lobed, notched, and budded nuclei. 

Waters from the surrounding area caused more alterations, likely associated with pesticide 

mixtures. The mixture of pollutants intensified effects more than isolated compounds. Even 

waters from inside PNMS showed impacts, demonstrating that not even protected areas are free 

from contamination. 

Keywords: anurans, ecotoxicology, conservation, pesticides. 
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1 INTRODUÇÃO 

O grupo mais ameaçado de extinção dentre os vertebrados são os anfíbios, mas esse 

problema é multifacetado e inclui perda e fragmentação de habitat, principalmente para a 

agricultura (Luedtke et al., 2023; IUCN, 2024), além de doenças e poluentes (Bahl et al., 2024). 

A exposição a contaminantes é considerada uma das ameaças mais significativas aos anfíbios, 

afetando quase um quinto de todas as espécies (Bishop et al., 2012), prejudicando o 

comportamento (Pavan et al., 2021), a fisiologia (dos Santos et al., 2024), causando 

malformações (Herek et al., 2020) e alterações bioquímicas (Pompermaier et al., 2024).  

Nesse contexto, os anfíbios anuros são reconhecidos como excelentes bioindicadores 

ambientais, especialmente por serem extremamente sensíveis a degradações ambientais (Braga 

et al., 2022) em virtude do ciclo de vida bifásico, pele e brânquias permeáveis (Peluso et al., 

2021b). As fases embrionárias e larvais da maioria dos anuros ocorrem em águas doces, sendo 

durante esse período que seu desenvolvimento somático e sexual se torna mais suscetível a 

distúrbios causados por contaminantes presentes na água (Orton, Tyler, 2015). Embriões e 

girinos podem apresentar mudanças comportamentais, de crescimento e desenvolvimento, 

bioquímicas e morfológicas em resposta à estresses vividos na sua fase de desenvolvimento 

(Ramadani et al., 2022; Wingen et al., 2023).  

A utilização de organismos nativos em bioensaios têm ganhado destaque nos últimos 

anos (Bertrand, Iturburu, 2023) por refletir uma condição local ou regional, pela disponibilidade 

para coleta para experimentos e pela adaptação dos organismos às condições climáticas locais 

(Demetrio et al., 2022). A escolha por anfíbios nativos como organismos modelos deve levar 

em conta fatores como: distribuição da espécie, diversidade de habitats ocupados, tamanho 

populacional e o status de conservação (Carvalho et al., 2019). Dentro do grupo dos anfíbios, 

o gênero Physalaemus tem se destacado em bioensaios nos últimos anos, especialmente em 

pesquisas voltadas à ecologia e ao comportamento. Essa escolha se deve à ampla distribuição 

das espécies do gênero e à facilidade de manutenção em laboratório, o que favorece a análise 

detalhada de suas respostas a diferentes estímulos ambientais (Curi et al., 2019; Samojeden et 

al., 2022; Macagnan et al., 2023). 

Muitas espécies de anfíbios anuros, como P. cuvieri, apresentam um ciclo de vida 

bifásico complexo, e estão expostas a diferentes ameaças ao longo de sua vida, principalmente 

porque os estágios embrionário e larval estão confinados a ambientes aquáticos (Nolan et al., 

2023). Essa espécie é afetada por viver ambientes antrópicos, onde é exposta a contaminantes 

como pesticidas, e metais pesados, que afetam sua sobrevivência, morfologia corporal, tamanho 
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corporal, saúde imunológica, núcleos de eritrócitos e comportamento (Silva et al., 2021; de 

Alburquerque et al., 2024; dos Santos et al., 2024). Ameaças antropogênicas em ambientes 

aquáticos que podem agravar o problema de sobrevivência de embriões e larvas (Goessens et 

al. 2022; Nolan et al., 2023). 

Esses organismos têm como habitat as águas doces, que embora representem apenas 

cerca de 1% da superfície terrestre, sustentam aproximadamente 12% de todas as espécies do 

planeta, incluindo um terço dos vertebrados (Garcia-Moreno et al., 2014; Pekel et al., 2016). A 

biodiversidade e os serviços ecossistêmicos das águas doces estão em risco, onde quase uma 

em cada três espécies de água doce está ameaçada de extinção (Higgins et al., 2021). As 

principais ameaças à biodiversidade de água doce incluem as alterações climáticas, a 

degradação e fragmentação dos habitats, a poluição, a homogeneização do regime de fluxo por 

barragens, introdução de espécies não nativas, a captação de água para a indústria ou irrigação 

e a superexploração das populações naturais (Carpenter et al., 2011; Dudgeon, 2019; Albert et 

al., 2020).  

A qualidade das águas é frequentemente degradada pelo uso intensivo das terras, 

incluindo a agricultura que aumenta as cargas de sedimentos, fertilizantes e agrotóxicos em 

águas subterrâneas e superficiais (Peñuelas, Sardans, 2022). As águas superficiais, que 

desempenham o papel de ecossistemas receptores, estão sujeitas a receber diversos 

contaminantes, podendo participar dos processos de transformação desses poluentes ou atuar 

como fontes difusas, contribuindo para sua dispersão no meio ambiente (Stehle et al., 2018).  

A degradação dos ecossistemas de água doce está intrinsecamente ligada à degradação 

e fragmentação de habitats terrestres, como observado na Mata Atlântica (Reid et al., 2018). A 

redução da cobertura florestal não apenas ameaça espécies terrestres, mas também compromete 

a integridade de rios, nascentes e zonas úmidas, que dependem da vegetação ripária para 

manutenção da qualidade da água e regulação do fluxo hídrico (Grill et al., 2019). A conversão 

de florestas em áreas agrícolas ou urbanas intensifica a poluição por sedimentos e agroquímicos, 

agravando o declínio da biodiversidade aquática já pressionada por barragens e espécies 

invasoras (Stehle, Schulz, 2015; Galán-Acedo et al., 2023). O monitoramento da qualidade 

dessas águas e da saúde ambiental dos ambientes em que estão presentes se faz imprescindível 

à sua preservação efetiva (Mkandawire et al., 2014). 

Entre as florestas tropicais e subtropicais do mundo, a Mata Atlântica destaca-se como 

uma das mais intensamente fragmentadas (Haddad et al., 2015). A Mata Atlântica tem sido alvo 

de intervenções humanas desde os primórdios da história brasileira e, atualmente, sua 

fragmentação é alarmante: aproximadamente 80% dos fragmentos florestais possuem menos de 
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50 hectares (Ribeiro et al., 2009; Amaral et al., 2025). Nas últimas décadas diversas áreas de 

proteção ambiental foram criadas com o intuito de proteger ‘hotspots’ de biodiversidade, assim 

como a Mata Atlântica (Gray et al., 2016). No entanto, apenas 9% dos remanescentes de Mata 

Atlântica estão dentro de áreas de proteção integral e, em sua maioria, sofre influências 

antrópicas, como rodovias, indústrias e principalmente áreas agrícolas (Rezende et al., 2018).  

O Parque Natural Municipal de Sertão (PNMS) está localizado no município de Sertão, 

no noroeste do Rio Grande do Sul, dentro do bioma Mata Atlântica e foi criado pelo Decreto 

Municipal n 027/1998 (SEMA, 2018). Ele é categorizado como Unidade de Conservação de 

Proteção Integral, onde é admitido apenas o uso indireto dos recursos naturais. Por ser um 

parque municipal, sua gestão é competência da Secretaria Municipal de Meio Ambiente de 

Sertão (Sertão, 2015). O parque sofre pressão humana nas redondezas pela expansão da 

agricultura, especialmente de culturas de soja, milho e trigo (Slaviero et al., 2014).  

As áreas protegidas, como o Parque Natural Municipal de Sertão, contribuem para a 

proteção dos corpos hídricos. Sem essa proteção as águas podem ser afetadas pela ocorrência 

de contaminantes químicos, com impactos negativos na flora e a fauna aquática e na estrutura 

e funcionamento do ecossistema (Schäfer et al., 2012; Beketov et al., 2013). Os principais 

contaminantes encontrados em corpos aquáticos são de agrotóxicos e metais pesados, derivados 

da agricultura e pecuária (Khoshnood, 2017). Os metais pesados presentes em corpos d´água 

podem causar estresse oxidativo, inflamação, dano histológico e mutações genéticas em 

organismos aquáticos (Qian et al., 2020). Os agrotóxicos representam uma preocupação maior 

ao meio ambiente por causarem mudanças drásticas nos sistemas fisiológicos dos animais 

aquáticos que entram em contato com essas substâncias (López-Pacheco et al., 2019). 

A partir dessa perspectiva, torna-se essencial investigar como diferentes tipos de 

ambientes – aqueles protegidos legalmente e destinados à preservação, bem como áreas 

alteradas devido ao uso humano intensivo, como as zonas agrícolas – afetam a biologia e o 

comportamento dos girinos durante seu desenvolvimento. Avaliar esses efeitos permite 

entender como esses organismos respondem a pressões ambientais distintas, fornecendo e 

aprofundando conhecimento sobre o impacto do decréscimo da qualidade da água e da poluição. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar as respostas morfológicas, comportamentais e celulares de girinos expostos a 

água do interior (ambientes preservados) e do entorno (ambientes antropicamente alterados) do 

Parque Natural Municipal de Sertão. 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Verificar os padrões físico-químicos da água de charcos do interior e entorno do 

PNMS, 

 Avaliar a presença e concentração de agrotóxicos nas águas de charcos do 

interior e entorno do PNMS, 

 Analisar a sobrevivência dos girinos mantidos em microcosmos com água de 

charcos do interior e entorno do PNMS, 

 Avaliar o comportamento exploratório e anti-predatório dos girinos expostos a 

água de charcos do interior e entorno do PNMS, 

 Observar malformações morfológicas dos girinos expostos a água de charcos do 

interior e entorno do PNMS, 

 Comparar a frequência cardíaca dos girinos expostos a água dos dois ambientes 

 Verificar ocorrência de anormalidades nucleares nos eritrócitos de girinos 

expostos a água dos dois ambientes. 
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3 MÉTODOS 

3.1  ÁREA DE ESTUDO 

 Foi utilizado com área referência para o estudo o Parque Natural Municipal de Sertão 

(PNMS) e no seu entorno, localizado no município de Sertão, no norte do estado do Rio Grande 

do Sul, Brasil (Figura 1). O Parque tem área de 590,88 hectares e está dentro do bioma Mata 

Atlântica, com a vegetação predominante sendo de Floresta Ombrófila Mista (Sertão, 2015). É 

uma Unidade de Conservação de proteção integral e dessa forma, possui objetivo primordial de 

conservação dos recursos naturais (Brasil, 2000).  

Para coleta de água foram selecionados charcos no interior do Parque e no seu entorno, 

considerando a presença dos charcos e acesso possível. Os charcos selecionados apresentavam 

as seguintes características: poças permanentes ou semipermanentes, rasas e com água parada 

e/ou estagnada. Foi coletada água de dois charcos no interior do Parque, considerado ambiente 

preservado (PC1 – Poça Conservada 1 - e PC2 – Poça Conservada 2), e dois no entorno, em 

ambientes agrícolas, considerados ambientes alterados (PA1 – Poça Alterada 1 -  e PA2 – Poça 

Alterada 2). A seleção de dois charcos e dois ambientes levou em conta o acesso desses corpos 

de água na área estudada. Em cada um dos charcos selecionados foram coletados 15 litros de 

água em recipientes plásticos e mais 2,5 litros em vidro âmbar. A água foi coletada uma única 

vez, em novembro de 2024. Também foram coletadas plantas de cada charco e acondicionadas 

em sacos plásticos identificados para serem utilizadas como enriquecimento ambiental e se 

aproximar da condição a qual os animais se desenvolveriam se estivessem na natureza. O 

volume de água maior (15 litros) foi utilizado para estruturação dos microcosmos e o volume 

menor foi destinado para as análises de água. 
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Figura 1. Localização do Parque Natural Municipal de Sertão (RS). 

 

Fonte: Sertão, 2015. 

3.2  ANÁLISE DE ÁGUA 

 As análises das águas coletadas seguiram dois métodos: (1) a análise de água no local 

de coleta, por meio da sonda multiparâmetro YSI Professional Plus e (2) análises laboratoriais. 

Em laboratório a água foi processada e avaliada de acordo as metodologias presentes na 

literatura, seguindo os manuais de análise da água, Standard methods for the examination of 

water and wastewate, Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e o Manual da 

Fundação Nacional de Saúde (FUNASA) (AOAC, 2000; APHA; AWWA et al., 2012; 

FUNASA, 2013).  

Os parâmetros físico-químicos analisados no projeto foram: oxigênio dissolvido (OD), 

potencial hidrogeniônico (pH), demanda bioquímica de oxigênio (DBO), demanda química de 

oxigênio (DQO), nitrato, fósforo total, alcalinidade, cloretos e dureza A metodologia aplicada 

para análise de DBO envolve a incubação das amostras diluídas em frascos específicos a 20ºC 

por 5 dias. Após esse período, foi medido a diferença entre os teores iniciais e finais de oxigênio 

dissolvido. O pH foi determinado com a utilização do aparelho pHmetro e o oxigênio dissolvido 

por oxímetro. Para a análise de DQO foi utilizado dicromato de potássio em meio ácido para 

oxidar a matéria orgânica da amostra, onde a quantidade de dicromato consumido é 

proporcional à carga orgânica total, é feita por titulação. O nitrato total foi determinado com a 



17 
 

absorção de luz ultravioleta pelo íon nitrato a 220nm.  A análise de fósforo envolveu a digestão 

da amostra para converter todas as formas de fósforo em ostofosfato, seguido de reação com 

molibdato de amônio e ácido ascórbico, formando um complexo azul quantificado por 

espectrofotometria. A alcalinidade foi mensurada medindo a capacidade da água de neutralizar 

ácidos, por meio de titulação com ácido sulfúrico 0,02N até atingir um pH específico. Os 

cloretos foram analisados baseados na titulação de íons de cloro com a solução padrão de nitrato 

de prata, utilizando cromato de potássio como indicador. A dureza foi mensurada com kit rápido 

de análise de água.   

As análises referentes a quantificação de agrotóxicos presente nas amostras foram 

realizadas no LARPS (UFSM) e seguiu o método desenvolvido por Prates (2024), que incluiu 

a utilização cromatografia líquida de ultra-alta eficiência acoplada à espectrometria de massas 

em série após o preparo de amostras por extração em fase sólida, com limite de 

quantificação para a maioria dos compostos de 0,02 µg L-1. Foram considerados para análise 

os compostos que apresentavam viabilidade analítica: Alacloro, Ametina, Atrazina, Carbaril, 

Carbendazim, Carbofurano, Ciproconazol, Clorpirifós oxon, Desetilatrazina, Diflubenzuron, 

Dimetoato, Diuron, Epoxiconazol, Etoxisulfuron, Fentiona, Fipronil, Flutriafol, 

Hidroxiatrazina, Imazetapir, Imidacloprido, Indoxacarbe, Malationa, Metalaxil, Metidationa, 

Metolacloro, Molinato, Picoxistrobina, Profenofós, Protioconazol destio, Simazina, 

Tebuconazol, Tetraconazol, Tiametoxam, Tiodicarbe, Triciclazol, Clorimurom etílico, 

Cresoxim metílico, Metsulfuron metílico, 2,4-D, Aldicarbe, Desisopropilatrazina, Diazinona e 

Terbufós. 
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3.3 ORGANISMO TESTE 

Desovas de Physalaemus cuvieri com menos de 24 horas de oviposição foram coletadas 

em uma lagoa da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) – Campus Erechim em um 

local não agricultável (Latitude: 27º43’ 46,11” Sul; Longitude: 52º16’ 54,40” Oeste), sob 

licença ICMBio 92512-2. Os animais foram criados em água destilada em aquários de vidro 

com capacidade de 10 litros até o estágio 25 de acordo com Gosner (1960), com fotoperíodo 

12-12 claro/escuro. A fase 25 de desenvolvimento corresponde a fase que o girino está com 

todo o corpo formado e tem natação livre fora do ovo. Os girinos foram alimentados com ração 

para peixes da marca Alcon basic, que possui como principais componentes farinha de peixe, 

farelo de soja e creme de milho.    

3.4 MICROCOSMOS 

Nesse estudo utilizamos a denominação microcosmos para o experimento laboratorial, 

onde foi mantido o padrão de replicação ambiental, contendo água e plantas dos charcos. Eles 

foram compostos por bacias transparentes de plástico com capacidade de 13 litros, alocadas no 

Laboratório de Ecologia e Conservação da UFFS – Campus Erechim. A montagem foi feita 

com 4 litros de água dos charcos em cada bacia e a densidades iguais de plantas do mesmo local 

de coleta em cada bacia. A água de cada um dos charcos foi colocada em três bacias, formando 

uma triplicata, cada bacia com água do charco foi nomeada como o nome do grupo e o número 

da triplicata (por exemplo: PC1/1, PC1/2, PC1/3). Também foram adicionadas pedras nos 

microcosmos para ancorar as plantas e servirem de refúgio para os girinos e como 

enriquecimento ambiental. As bacias foram mantidas com aeradores para manter os níveis de 

oxigênio das águas. A temperatura e a luminosidade tiveram controle natural. O ensaio durou 

21 dias e não houve troca de água ou reposição nesse período (Figura 2). 
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Figura 2. Microcosmos com água e plantas do Parque Natural Municipal de Sertão e entorno, 

utilizados no experimento com girinos de Physalaemus cuvieri. 

 

Fonte: Cristina Bridi, 2024. 

 

Foram colocados 20 girinos em cada microcosmos, em triplicata, totalizando 60 indivíduos 

por charco de coleta. A sobrevivência dos indivíduos foi avaliada diariamente. Foi verificado a 

cada três dias a qualidade da água medindo a temperatura, amônia, pH e oxigênio dissolvido de 

cada microcosmo. As análises de amônia e pH foram feitas com kits rápidos de teste de 

qualidade da água, enquanto a temperatura e oxigênio dissolvido foram analisados pelo 

oxímetro. Não foi feita nenhuma intervenção acerca dos valores observados pelas análises. O 

experimento foi conduzido sob CEUA nº 1283171224. 
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3.5 AVALIAÇÕES COMPORTAMENTAIS 

3.5.1 Teste de estímulo aversivo 

No 20º dia de ensaio foi realizado o teste comportamental de estímulo aversivo, para 

verificar a percepção de risco dos animais. Para esse teste, cinco girinos de cada grupo foram 

colocados em uma placa de Petri com 6 cm de diâmetro, contendo 15 ml de água destilada, em 

triplicata (três placas de Petri filmadas de cada vez). As placas foram posicionadas sobre 

monitores de LCD de notebooks, e deixadas por um período de adaptação de 5 minutos em 

descanso, antes da exibição de um estímulo visual representando um predador (um predador 

para cada placa). Esse estímulo de predação foi apresentado por 5 minutos, e, ao final, foi 

registrado o número de girinos que permaneceram dentro e fora da área de estímulo, sendo 

dentro considerado área de risco (adaptado de Pompermaier et al., 2022). Foram filmados 45 

girinos de cada grupo durante todo o período de teste (10 minutos) com câmera de celular.  

3.5.2  Teste de simulação predatória 

No 21º dia foi feito o teste de simulação predatória (adaptado de Pompermaier et al. 2020), 

utilizando um modelo de ave como exemplo de predador. Para isso, foi criado um aparato 

(Figura 2) de madeira que possuía um mecanismo similar à uma gangorra, e com a ave presa à 

uma extremidade e um peso a outra.  Abaixo da ave foi colocada uma placa de Petri de 15,5 cm 

de diâmetro com 200 ml de água destilada, onde o girino foi inserido e deixado por 5 minutos 

sem nenhum estímulo, para adaptação ao novo local. Após os 5 minutos, foi liberado o 

movimento padronizado da ave tocando a película de água e rapidamente saindo, e após esse 

estímulo, o girino ficou mais 5 minutos no teste, sem novos estímulos. Foram feitos 10 testes 

por grupo, onde os girinos participavam exclusivamente desse teste comportamental, ou seja, 

não foram os mesmos girinos do teste de estímulo aversivo. Os testes duraram 10 minutos cada 

no total, a partir do início do estímulo com a ave e foram inteiramente gravados em câmera de 

celular de 48mp e analisados pelo software EthoVision XT, com os parâmetros: distância 

percorrida, quantidade de vezes que o girino entrou na área de risco de ataque (centro da placa), 

frequência de entrada na borda, o tempo permanecido nas bordas, a latências para as bordas e 

para o centro e o tempo permanecido no centro, depois do estímulo. Esses parâmetros 

permitiram a avaliação da mudança - ou não – do indivíduo em relação ao perigo de um ataque 

de um predador. Os girinos utilizados no teste não foram utilizados em outro teste de 

comportamento.  
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Figura 3. Aparato para realização da simulação predatória de ave com girino em placa de 

Petri, exemplificando o movimento de estímulo, onde A) posição inicial e final (após a 

simulação) do aparato e B) posição da simulação de predação da ave. 

 

Fonte: Cristina Bridi, 2025. 

3.6 ANÁLISE DE MALFORMAÇÕES 

A análise de malformações morfológicas foi realizada com 10 girinos de cada grupo, 

por observação em estereomicroscópio. As definições de malformações morfológicas seguiram 

a análise dos parâmetros: (1) intestino, analisando se as alças intestinais estavam ou não em 

formato espiral (2) boca, se apresentava ou não queratodontes e mandíbulas superiores e 

inferiores, (3) coluna, se estava na posição reta ou se havia desvio de ângulo, (4) hemorragia, 

onde era observado se existiam sangramento em alguma das regiões do corpo e (5) olhos, se 

possuíam coloração preta uniforme ou variações.  

3.7 TAMANHO DO CORPO, INDÍCE DE MASSA CORPORAL (BMI) E ÍNDICE DE 

MASSA ESCALONADA (SMI) 

Ao final do experimento 15 girinos foram retirados aleatoriamente de cada grupo (PC1, 

PC2, PA1 e PA2) e foram pesados com balança analítica e medidos com paquímetro eletrônico. 

Os dados foram utilizados para análise do tamanho do corpo (comprimento e massa) e o cálculo 

dos índices BMI (Índice de Massa Corporal) e SMI (Índice de Massa Escalonada), para avaliar 

a condição do corpo relacionando a massa com o comprimento (Peig, Green, 2009). O BMI foi 

calculado dividindo a massa (g) pelo quadrado do comprimento total (mm) e o SMI por um 

expoente de escala (bs) foi determinado através de uma análise de regressão linear dos dados 

transformados em logaritmo, onde log (comprimento) foi plotado no eixo X e log (massa) no 

eixo Y. A inclinação da linha de regressão resultante forneceu o expoente de escala. O 
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comprimento médio da população amostrada foi utilizado como comprimento padrão (L0). 

Dessa forma, a fórmula de SMI é: SMI = Mi × (L0/Li) ^bs, onde Mi corresponde a massa do 

indivíduo e Li o comprimento.  

3.8 FREQUÊNCIA CARDÍACA 

No último dia do experimento foi verificado o batimento cardíaco de 10 indivíduos por 

grupo (PC1, PC2, PA1 e PA2), onde cada girino foi colocado na posição ventral no 

estereomicroscópio e sua atividade cardíaca foi monitorada durante 60 segundos (Pompermaier 

et al., 2024). 

3.9 ANORMALIDADES NUCLEARES 

Para avaliar a presença de anormalidades nucleares nos eritrocitos, foram preparadas 

lâminas de sangue periférico. Os indivíduos foram eutanasiados de acordo com as diretrizes 

éticas do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) (Brasil, 

2018), utilizando lidocaína a 5%. As amostras de sangue (0,5 ml) foram coletadas de 10 girinos 

de cada grupo, retirados aleatoriamente. Após isso, foi realizado o esfregaço em lâminas de 

microscopia, seguidas de secagem por 12 horas e depois coradas com o kit Panótico rápido para 

hematologia (Laborclin, Brasil). Foram contadas 1000 células por girino e as análises de 

anomalias nucleares constituíam em (1) micronúcleo, constituído por um núcleo menor 

separado do núcleo principal, (2) células em apoptose, onde o núcleo está em processo de morte 

celular, (3) células binucleadas, que apresentavam dois núcleos de tamanhos iguais, (4) células 

anucleadas, onde não havia a presença de núcleo, (5) cariólise, apenas o contorno do núcleo 

está presente, com cor desbotada e sem material genético visível, (6) núcleos lobados, onde os 

núcleos apresentavam lóbulos e protrusões de formato irregular, (7) núcleos entalhados, que 

apresentam uma saliência em forma de fenda e (8) núcleo com broto, onde há formação de uma 

protrusão que permanece conectada ao núcleo principal (dos Santos et al., 2024).  

3.10 ANÁLISE DE DADOS 

 Os dados foram analisados com o software GraphPad Prism utilizando o teste ANOVA 

One-Way, seguido do post hoc de Dunnet (para dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis seguido 

pelo teste pós-hoc de Dunn (para dados não paramétricos). Nas análises comparativas entre os 

dois ambientes foi utilizado teste T de student para determinar se houve uma diferença 

significativa entre as médias. Os dados foram considerados significativos quando p < 0,05.  
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4 RESULTADOS 

4.1 ANÁLISES DE ÁGUA 

Os parâmetros físico-químicos das águas coletadas nos diferentes charcos do PNMS 

apresentaram poucas diferenças (Tabela 1). O charco PA1 obteve um valor maior de DBO e 

DQO quando comparado a água dos outros locais. Em PA2 a água apresentou valores mais 

baixos de cloretos e mais elevados de fósforo e de nitrato. Nos microcosmos alguns parâmetros 

da água mudaram. Os valores de pH e temperatura se alteraram naturalmente e ficaram 

homogeneizados e a amônia diminuiu. O aumento do oxigênio dissolvido foi devido aeração 

constante da água. A amônia manteve-se estável nos grupos PC1, PC2 e PA2, mas aumentou 

no laboratório para PA1 e, em menor grau, para PA2. 

 

Tabela 1. Parâmetros físico-químicos avaliados das águas dos charcos coletadas das áreas do 

interior do Parque Natural Municipal de Sertão (PC1 e PC2) e entorno (PA1 e PA2). Município 

de Sertão, norte do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Amb. = valor do parâmetro da água 

analisada no ambiente coletado. Lab. = valor no controle laboratorial da água presente nos 

microcosmos durante o experimento. 

 Interior     Entorno 

Parâmetros PC1 PC2 PA1 PA2 

DBO (mg/L) 1,40 1,30 3,90 1,60 

Cloretos (mg/L) 2,25 0,75 0,75 0,50 

Alcalinidade mineral (mg/L) 

 

5,93 4,37 4,33 5,23 

DQO (mg/L) 17,0 15,5 22,0 18,5 

Dureza (mg/L) 50 50 50 50 

Fósforo (mg/L) 0,016 0,020 0,022 0,051 

Nitrato (mg/L) 1,09 0,40 0,50 6,34 

pH amb. 8,41 7,80 7,25 6,90 

pH lab. 6,81 6,71 7,03 7,16 

Oxigênio dissolvido amb (mg/L) 4,5 4,2 3,2 7,0 

Oxigênio dissolvido lab (mg/L) 6,3 6,1 6,3 5,9 
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Tabela 1. Continuação.  

    

 Interior Entorno 

Parâmetros PC1 PC2 PA1 PA2 

Temperatura (ºC) amb. 19,0 23,5 26,9 19,1 

Temperatura (ºC) lab. 24,3 24,6 24,2 24,3 

Amônia (ppm) amb. 0,08 0,08 2,00 0,08 

Amônia (ppm) lab. 0,05 0,14 1,06 0,19 

Fonte: Cristina Bridi, 2025.  

 

 Nos charcos do interior do PNMS foram detectados cinco diferentes tipos de 

agrotóxicos, enquanto na água do entorno foram detectados nove (Tabela 2). As maiores 

concentrações em todas as áreas foram de herbicidas (2,4-D, atrazina e seu metabólito, 

hidroxiatrazina) e fungicidas (tebuconazol). O agrotóxico 2,4-D apareceu em concentrações 

mais altas no interior do Parque do que nas áreas agrícolas do entorno. A atrazina e 

hidroxiatrazina estavam presentes em todas as áreas, mas em concentrações baixas; a 

hidroxiatrazina foi detectada em quantidades maiores em PA1 (Tabela 2). 

Tabela 2. Concentração de agrotóxicos (µg/L) presentes nas amostras de água coletada das 

áreas do Parque Natural Municipal de Sertão (PC1 e PC2) e de seu entorno (PA1 e PA2). 

Município de Sertão, norte do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.  

 Interior Entorno 

Compostos PC1 PC2 PA1 PA2 

2,4-D 6,675 6,630 0,228 5,522 

Ametrina n.d n.d <LOQ n.d 

Atrazina   <LOQ 0,046 0,050 0,020 

Carbendazim n.d <LOQ 0,023 <LOQ 

Diuron n.d n.d <LOQ n.d 

Fipronil 0,022 0,039 n.d 0,065 

Hidroxiatrazina* <LOQ 0,031 0,367 0,027 

Metacloro  n.d n.d <LOQ n.d 

Protioconazol-destio n.d n.d <LOQ n.d 

Tebuconazol 0,020 0,026 0,084 0,020 

Fonte: Cristina Bridi, 2025. < LOQ (Limite de quantificação do método = 0,02µg) = o composto está presente 

na amostra em nível de concentração que não pode ser quantificado pelo método. n.d = não detectado. * 

metabolito da atrazina.  
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4.2 ANÁLISES DOS GIRINOS DOS MICROCOSMOS 

Não foi registrado mortalidade dentre os girinos dos grupos, dessa forma a 

sobrevivência de todos os grupos foi de 100%. Além disso, não foi observada nenhuma 

malformação morfológica nos girinos do ensaio.  

4.2.1 Tamanho do girino, BMI e SMI 

Os girinos do grupo PC1 e PC2 apresentaram maior comprimento do corpo (F(4, 60) = 

14,41; p < 0,0001; Fig. 4A) e maior massa (H(4, 60) = 33,19; p < 0,0001; Fig. 4B) do que dos 

grupos PA1 e PA2. Quando os dados foram reunidos por ambiente (interior vs. entorno do 

PNMS), foi possível identificar maior comprimento (t(58) = 6,197; p < 0,0001; Fig. 4C) e massa 

(t(58) = 5,414; p < 0,0001; Fig. 4D) dos girinos expostos a água dos charcos do interior do PNMS 

em relação aos girinos da água dos charcos do entorno. 
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Figura 4. Massa (g) e comprimento (mm) de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a água 

de charcos do interior e entorno do Parque Natural Municipal de Sertão por 21 dias. 

Município de Sertão, norte do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.  (A) massa separada por 

grupo; B) comprimento dos girinos separados por grupo; C) massa dos girinos por ambiente; 

D) comprimento dos girinos por ambiente). 

 

 

Fonte: Cristina Bridi, 2025. 

  

Os girinos expostos a água de PC2 apresentaram maior BMI (Fig 5A; F(4, 60) = 8,755; p < 

0,0001) e SMI (Fig 5B; F(4,60) = 4,108; p = 0,0105) que os outros grupos. Quando os dados 

foram reunidos por ambiente, os girinos expostos a água do interior do PNMS apresentaram 

BMI (Fig 5C; t(58) = 4,107; p < 0,0001) e SMI (Fig 5D; t(58) = 2,604; p = 0,0117) maiores que 

os do entorno.  
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Figura 5. Índices de BMI e SMI de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a água de 

charcos do interior e entorno do Parque Natural Municipal de Sertão por 21 dias. Município 

de Sertão, norte do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. (A) BMI separada por grupo; B) 

SMI separado por grupo; C) BMI separada por ambiente; D) SMI separado por ambiente). 

 

 

Fonte: Cristina Bridi, 2025. 

4.2.2 Teste de estímulo aversivo 

O teste indicou que os girinos de PA1 e PA2 permaneceram na área estimulada pelo 

predador em maior quantidade que os girinos dos grupos PC1 e PC2 (F(4,36) = 9,148; p = 0,0002), 

como pode ser observado na Figura 6A. Ao examinar as informações dos girinos reunidos por 

ambiente, a diferença foi mais evidente, mostrando que girinos na água do entorno do PNMS 

ficaram na zona de risco de predação em maior proporção em comparação com aqueles do 

interior do PNMS (t(34) = 5,190; p < 0,0001; Fig 6B). 
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Figura 6. Porcentagem de girinos de Physalaemus cuvieri permanecentes na área estimulada 

no teste de estímulo aversivo após 21 dias de bioensaio. (A) grupos separados por poça; B) 

grupos separados por ambientes). 

 

Fonte: Cristina Bridi, 2025. 

4.2.3 Teste de simulação predatória 

Os girinos do grupo PA2 passaram mais tempo no centro da área (Fig 7A), que possui 

o maior risco de ataque, em comparação aos do grupo PC2 (H(4,102) = 8,435; p = 0,0378). O 

mesmo ocorreu quando os grupos foram unificados por ambiente, onde os girinos do entorno 

do PNMS ficaram mais tempo na área central (Fig 7B; t(78) = 2,173; p = 0,0321). 
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Figura 7. Parâmetros do centro e distância avaliados no teste de simulação predatória. (A/B = 

Tempo no centro dos grupos (poça vs. ambiente); C/D= Latência para o centro dos grupos 

(poça vs. ambiente); E/F = Distância total dos grupos (poça vs. ambiente)). 

 

Fonte: Cristina Bridi, 2025. 
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Os girinos do grupo PA2 obtiveram uma maior quantidade de cruzamento de linhas em 

relação aos grupos PA1 e PC1 (H(4,102) = 13,90; p = 0,0030; Fig 8A). Em consequência disso, a 

frequência de entrada na borda (Fig 8C) foi maior dos girinos do grupo PA2 comparado aos 

dos grupos PA1 e PC1 (F(4,102) = 4,726; p = 0,004). A latência para as bordas (Fig 8E) não 

mostrou diferença entre os girinos dos grupos por via de incapacidade do software, entretanto 

é possível observar a maior latência nos grupos PA1 e PA2 em relação aos girinos dos grupos 

PC1 e PC2.  

Os dados por ambiente demonstraram que os girinos dos charcos do entorno do PNMS 

cruzaram mais linhas em relação aos do interior PC (t(100) = 2,216; p = 0,0289; Fig 8B), tiveram 

maior frequência de entrada na borda (t (100) = 2,099; p = 0,0383; Fig 8D) e maior   latência para 

as bordas (Fig 8H; t(78) = 2,403; p = 0,0186). 

A distância total percorrida (Fig 7E; H(4,264) = 6,165; p = 0,1038), tempo nas bordas (Fig 

8E; F(4,102) = 3,007; p = 0,0340) e latência para o centro (Fig 7D; F(4,44) = 1,624; p = 0,1190) não 

apresentaram diferença significativa entre os grupos e nem entre os ambientes (Fig 7F; t(262) = 

0,1310; p = 0,8959; Fig 8F; t(100) = 0,7471; p = 0,4568; Fig 7E; t(42) = 1,774; p = 0,0834). 
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Figura 8. Parâmetros da borda avaliados no teste de simulação predatória. (A/B = quantidade 

de cruzamento de linha (poça vs. ambiente); C/D= frequência de cruzamento de linha (poça 

vs. ambiente); E/F = tempo nas bordas (poça vs. ambiente); G/H = latência para as bodas 

(poça vs. ambiente)). 

 

Fonte: Cristina Bridi, 2025. 
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4.2.4 Frequência cardíaca 

O batimento cardíaco diminuiu nos girinos dos grupos PC1 e PA2 comparado a PC2 

(H(4,40) = 9,883; p = 0,0196), conforme observado na Figura 9A. Quando a análise foi por 

ambiente, o batimento cardíaco não foi diferente nos girinos (t(38) = 1,316; p = 0,1961; Fig 9B).  

Figura 9. Batimento cardíaco por minuto (bpm) de Physalaemus cuvieri em diferentes 

condições após 21 dias de exposição. (A = bpm por grupos; B = bpm por ambiente). 

 

Fonte: Cristina Bridi, 2025. 

 

4.2.5 Anomalias nucleares nos eritrócitos  

Dos oito tipos de ANEs avaliadas foram encontradas cinco nos girinos dos microcosmos 

e apenas a frequência de células binucleadas não mostrou diferença entre os grupos (Tabela 3). 

Núcleos entalhados (H(4,40) = 23,56; p < 0,0001) e lobados (F(4,40) = 29,12; p < 0,0001) foram 

significativamente encontrados em PC1, PA1 e PA2, mas foram mais frequentes em PAs; 

núcleos com brotos foram mais registrados nos grupos PA1 e PA2 (F(4,37) = 18,04; p < 0,0001), 

e micronúcleos foram significativos nesses mesmos dois grupos (H(4,30) = 14,67; p = 0,0021). 
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Tabela 3. Anormalidades nucleares encontradas em eritrócitos de Physalaemus cuvieri após 

21 dias expostos à água de charcos do interior do Parque Natural Municipal de Sertão e de seu 

entorno. 

 Interior Entorno 

ANEs PC1 PC2 PA1 PA2 

Binucleado 1 ± 0,58  

(0-2) 

1 ± 0 

(0-1) 

2 ± 0,53 

(0-2) 

2 ± 0,48 

(0-2) 

Entalhado 7,5 ± 2,80 

(4-13)** 

2 ± 0,67 

(0-3) 

8,5 ± 2,31 

(5-13)** 

10 ± 2,49 

(5 – 13)**** 

Broto 2 ± 2,02 

(0-7)**** 

2 ± 0,70 

(0-3)** 

4,5 ± 1,76 

(2-7)**** 

7,5 ± 1,72 

(5-9)*** 

Lobado 9,5 ± 2,90 

(6-15)**** 

3 ± 1,15 

(2-5) 

10,5 ± 2,49 

(7-12)**** 

11,5 ± 1,71 

(8-13)**** 

Micronúcleo 2 ± 0,89 

(0-4) 

1 ± 0,54 

(0-2) 

4 ± 1,03 

(3-5)* 

5 ± 2,13 

(1-9)** 

Fonte: Cristina Bridi, 2025. Os dados representam a média ± desvio padrão (mínimo- máximo). 

Asteriscos (*) indicam significância entre os grupos. 

 

Ao analisar os dados por ambiente, foi observado que girinos na água do entorno 

apresentaram mais ANEs. Houve um aumento da frequência de núcleos binucleados (t(19) = 

2,333; p = 0,0308; Fig 10A), entalhados (t(38) = 3,977; p = 0,0003; Fig 10B), com broto (t(35) = 

5,674; p < 0,0001; Fig 10C), lobados (t(38) = 4,562; p < 0,001; Fig 10D), de micronúcleos (t(28) 

= 3,996; p = 0,0004; Fig 10E) e num geral do número total de ANE (t(38) = 6,608; p < 0,0001; 

Fig 10F).  
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Figura 10. Anomalias nucleares avaliadas de Physalaemus cuvieri dos charcos do interior e 

entorno do Parque Natural Municipal de Sertão. (A = núcleos binucleados; B = núcleos 

entalhados; C = núcleos com presença de broto; D = quantidade de núcleos lobados; E = 

quantidade de micronúcleos; F = quantidade total de anormalidades nucleares em eritrócitos). 

 

Fonte: Cristina Bridi, 2025. 
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5 DISCUSSÃO 

As diferenças na Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO) representa o quanto de 

oxigênio é preciso para que os microorganismos consigam decompor a matéria orgânica da 

água (Kuznietsov, Biedunkova, 2024). Nesse caso, os maiores valores de DBO em PA1, 

indicam uma carga de matéria orgânica mais alta, que indica menores valores de oxigênio 

dissolvido. Da mesma forma, a água dos charcos no entorno do PNMS, principalmente PA1, 

apresentaram valor mais alto de DQO do que as outras amostras de água.  A Demanda Química 

de Oxigênio (DQO) fornece uma medida de oxigênio que equivale a porção da matéria orgânica 

na água que é suscetível à oxidação sob as condições do teste (Seferlis, 2008; Abdullahi et al., 

2021). Assim como a DBO, quanto maior o valor de DQO, menor é qualidade da água, ao 

indicar alta carga potencialmente poluidora (Wang et al., 2021), que podem ter relação direta 

com o uso de fertilizantes nos sistemas agrícolas no entorno do PNMS (Cui et al., 2020). As 

águas dos charcos do entorno também apresentaram mais fósforo e nitrato. O fósforo é um 

macronutriente limitante para as plantas, dessa forma, está presente em altas quantidades em 

fertilizantes agrícolas (Liu et al., 2021) e pode contribuir para a eutrofização de corpos d´água 

por escoamento e infiltração (McDowell, Nash, 2012). O nitrato pode ter origem de fertilizantes 

químicos (Zhang et al., 2021) e pode causar eutrofização, floração de algas tóxicas e hypoxia 

(Hoagland et al., 2019). No entanto, a Resolução CONAMA nº 357 (Brasil, 2005) considera 

aceitável até 10mg/L de nitrato em águas doces, dessa forma, o charco PA2, que apresentava 

um valor mais elevado (6,34 mg/L), ainda está dentro dos padrões ambientais.   

A amônia pode ter efeito tóxico em girinos, com aumento da mortalidade, especialmente 

em embriões (Ortiz-Santaliestra et al., 2010; Dimitrova, Lukanov, 2024). Entretanto, outros 

estudos, como de Zambrano-Fernández et al. (2022) demonstra que a amônia reduziu a 

sobrevivência apenas durante a primeira semana de vida dos girinos, permanecendo estável 

após esse período. Os padrões de amônia se modificaram nos microcosmos, no entanto os níveis 

não afetaram a sobrevivência, já que não houve mortalidade durante o ensaio. É possível que 

tenha relação com a fase de desenvolvimento 25 de Gosner (1960), onde o indivíduo já é um 

girino completo.  

A detecção de agrotóxicos nos charcos é preocupante. As águas dos charcos no entorno 

mostraram mais tipos de agrotóxicos que no interior. No entanto o herbicida 2,4-D apresentou 

maior concentração nos charcos de interior. O agrotóxico 2,4-D possui efeitos negativos no 

crescimento, comportamento, sobrevivência e saúde nuclear de girinos, incluindo o gênero 

Physalaemus (Viriato et al., 2021; Freitas et al., 2022; dos Santos et al., 2024). A atrazina, e 
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seus metabólitos, que foram encontrados nos charcos do interior e do entorno do PNMS, pode 

induzir a hiperatividade e comprometer a percepção de predadores dos girinos (Ehrsam et al., 

2016; Ikari et al., 2024), além de aumentar a taxa de mortalidade e alterar parâmetros 

fisiológicos (Rohr, 2021). 

Os agrotóxicos conseguem chegar nesses ecossistemas aquáticos por escoamento 

agrícola, deposição atmosféricas, erosão do solo, lixiviação, esgoto industrial e doméstico e 

infiltração no solo (Kaushik et al., 2010). Outros estudos, como de Braga et al. (2022) e 

Bagnolo et al. (in press), também detectaram agrotóxicos em águas de áreas protegidas, mas 

em quantidades inferiores às detectadas em nosso estudo, possivelmente pelo fato de terem sido 

analisadas águas correntes, e não de poças, que podem concentrar esses agrotóxicos e 

consequentemente potencializando os efeitos negativos causados por esses compostos. Os 

lugares mais afetados pela aplicação de agrotóxicos são sistemas aquáticos de água doce rasos 

e até mesmo poças que são frequentemente associadas a áreas agrícolas, que são habitats 

comuns para anfíbios (Solomon et al., 2008; Peluso et al., 2021a).  

Nos microcosmos com água do entorno do PNMS os girinos atingiram menor 

comprimento, massa, BMI e SMI, indicando uma pior condição fisiológica, que pode 

comprometer a metamorfose e forma adulta desses animais (e.g. Nolan, et al., 2025). A 

presença de herbicidas pode exigir uma maior alocação de energia do girino, provavelmente 

com o objetivo de sustentar mecanismos de biotransformação e manutenção da homeostase, 

que pode trazer prejuízos de investimento energético no crescimento e desenvolvimento 

(Wingen et al., 2023).  

Os girinos que foram expostos à água dos charcos do entorno tiveram alterações 

comportamentais, com os dois testes mostrando o mesmo resultado: girinos mais sucessíveis à 

predadores, não reconhecendo o risco e nem reagindo ao predador (e.g. Pompermaier et al., 

2022), implicando que a condição da água alterou as percepções de perigo desses girinos. No 

teste de simulação predatória, os girinos da água do entorno do PNMS ficaram mais tempo na 

área central, que era uma área de perigo.  Esses animais também estavam mais agitados, e 

saíram e entraram mais vezes da área central, onde ocorria o ataque do predador. Isso também 

foi visto pela latência para a área segura, que era maior para esses girinos, indicando que eles 

demoravam a perceber que estavam em área de risco. A não percepção de predadores, e de 

perigos em geral, pode interferir na dinâmica populacional da espécie, especialmente em áreas 

contaminadas com pesticidas (Jefferson et al., 2013; Pompermaier et al., 2022). O 

comportamento comum antipredação de girinos não é necessariamente de fuga, mas sim de 

permanecer imóveis em área segura (Gazzola et al., 2018). Este padrão foi observado nos 
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girinos que foram expostos a água do interior do PNMS, que após a simulação do predador, 

permaneceram nas bordas, onde era uma área segura.  

A água do entorno do PNMS pode ser considerada genotóxica para girinos de P. cuvieri 

pela frequência de micronúcleos e outras anormalidades nucleares nos eritrócitos. Estudos 

recentes indicam que a presença de micronúcleos, que indicam dano de DNA acumulado 

durante a vida da célula (Bhuyan et al., 2020), são uma consequência da exposição á 

agrotóxicos (Borges et al., 2019; Gonçalves et al., 2019; Herek et al., 2020). A mistura 

complexa de oito agrotóxicos na água do entorno do PNMS pode ter induzido a formação de 

ANEs. Além disso, outras anormalidades foram observadas em número maior nos eritrócitos 

dos girinos da água de áreas agrícolas, como núcleos entalhados, que podem ser um 

investimento para eliminar danos genéticos em situações de estresse ou exposição química 

(Shimizu et al., 2000; Herek et al., 2020). Os núcleos binucleados são formados quando a 

divisão celular é interrompida (Pollo et al., 2015), esse encerramento pode ter origem da 

toxicidade de pesticidas, como a atrazina (Lopes et al., 2025), que estava presente nas águas do 

entorno do PNMS. A alta presença de núcleos lobados que foi observado nos girinos da área 

do entorno do PNMS, pode representar um meio de curto prazo para aumentar a capacidade de 

transporte de oxigênio do sangue desses girinos (Dwyer et al., 1992) e segundo Çavas e Ergene-

Gozukara (2005) pode ser um indicativo de dano genotóxico. Os núcleos que apresentaram 

broto foram mais presentes também no sangue dos girinos do entorno do PNMS, e essa 

anormalidade pode conter informações genéticas sobre oncogenes, que podem levar à formação 

de células cancerosas (Ossa-López et al., 2017).  

Quando analisamos os grupos separados, PA1 e PA2 apresentaram maiores alterações. 

Em PA1 ocorreram maior DBO, DQO e oito tipos de agrotóxicos na água, menor massa, BMI 

e SMI baixos, mais girinos na área estimulada, menor latência para o centro. Em PA2, mais 

fósforo e nitrato, cinco tipos de agrotóxicos na água, baixa massa e comprimento e BMI e SMI, 

maior número de girinos permanecentes na área estimulada, maior tempo na área de risco de 

predação, maior quantidade de cruzamento de linhas e frequência de entrada na borda, maior 

latência para a borda, mais ANEs, com alta frequência de micronúcleos, núcleos lobados, 

entalhados e com broto. Ambas causaram efeitos, portanto o número de tipos de agrotóxicos 

não é determinante, mas provavelmente a mistura sim. O coquetel de substâncias tóxicas como 

agroquímicos podem exceder fortemente o efeito dos agrotóxicos isolados (Jutta et al., 2016; 

Cairo et al., 2024). Estudos como de Peluso et al. (2023) mostram que a mistura de pesticidas, 

juntamente com outros contaminantes, em corpos de água causa efeitos letais e sub-letais em 

girinos.  
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Mesmo que tenha menor alterações do que entorno, os girinos que ficaram expostos à 

água do interior do PNMS ainda sofrem com a presença de ANEs como núcleos entalhados, 

binucleados, com broto, lobados e micronúcleos. Além disso, girinos expostos à água de PC1 

tiveram sua percepção de risco levemente alterado, ficando em números consideráveis na área 

estimulada no teste de estímulo aversivo e também passaram mais tempo no centro no teste de 

simulação predatória, onde a área central representava risco de predação. Dessa maneira, a água 

do entorno causou mais efeitos, mas a do interior não foi isenta – também apresentou efeitos 

nos girinos expostos. 

Esse estudo é o primeiro estudo que foi capaz de comprovar a influência da água de 

charco do interior e entorno de uma área de conservação sobre a morfologia, fisiologia, 

anormalidades celulares e comportamento, especialmente anti-predatório, em girinos de P. 

cuvieri. Os diferentes tipos de agrotóxicos em mistura encontrados no interior e principalmente 

no entorno do parque indica que podem ter sido a principal causa dos efeitos encontrados, e 

corrobora com os estudos sobre os efeitos dessas substâncias em girinos e anfíbios em geral. 

Os resultados aqui são importantes principalmente por analisar os efeitos da água com 

contaminantes nas suas concentrações ambientais encontradas, sem inserir ou retirar os 

mesmos, e dessa forma, ajudar a compreender os fenômenos que ocorrem na natureza e os ricos 

que esses animais sofrem cotidianamente em áreas agrícolas e até mesmo em áreas protegidas 

legalmente.  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os charcos do entorno do Parque Natural Municipal de Sertão exibem concentrações 

mais elevadas de contaminantes agrícolas — agrotóxicos e seus metabólitos — em comparação 

aos charcos localizados em seu interior. Ainda assim, mesmo nos charcos do interior, onde se 

esperaria menor influência antrópica, foram detectados resíduos desses mesmos compostos, 

indicando que a deriva aérea, a escorrência superficial e o transporte subterrâneo de 

agroquímicos podem estar ultrapassando os limites das áreas de cultivo. Esses resultados 

sugerem que as águas da região estão sujeitas ao impacto difuso de agrotóxicos, o que pode 

comprometer a qualidade da água, a diversidade biológica e as funções ecológicas dos habitats 

aquáticos. 

A condição da água alterou os parâmetros fisiológicos e comportamentais dos girinos, 

indicando que, os agrotóxicos e parâmetros físico-químicos nos charcos no entorno do PNMS 

possuem componentes e propriedades capazes de afetas as populações de anfíbios, 

especialmente de girinos em fase de desenvolvimento, o que é alarmante considerando a 

situação atual desse grupo.  A presença de agrotóxicos em áreas protegidas é motivo de grande 

preocupação, pois compromete os objetivos fundamentais dessas regiões, que visam à 

conservação da biodiversidade. Tais compostos representam riscos significativos à fauna local, 

afetando especialmente organismos mais sensíveis, como os girinos, que acabam expostos a 

níveis de ameaça incompatíveis com o grau de proteção esperado. 

Esse estudo corrobora com a metodologia de microcosmos, mostrando que eles podem 

ser fundamentais para avaliar os efeitos de componentes ambientais — neste estudo, a qualidade 

da água — sobre organismos aquáticos, como os girinos. Essa abordagem metodológica 

permite identificar parâmetros ambientais críticos que influenciam diretamente o 

desenvolvimento, a sobrevivência e o bem-estar dos indivíduos. Ademais, recomenda-se um 

estudo mais longo, que avalie essas mudanças até a metamorfose dos indivíduos para verificar 

a influência da água na transformação do girino em indivíduo adulto, verificando se enquanto 

adulto ele ainda está suscetível à alterações morfológicas e comportamentais em virtude do seu 

local de criação.   
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