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1 Introducao

O é4cido 2,4-diclorofenoxiacético foi descrito pela primeira vez em 1942 como
uma auxina sintética (Matthews, 2018) e por muito tempo foi conhecido por seu uso como um
composto (junto com o 2,4,5-T) do Agente Laranja na Guerra do Vietnd (Neumeister, 2014).
Esse herbicida ¢ dentre todas as classes de agroquimicos, o segundo mais vendido no Brasil,
com aproximadamente 368 toneladas por ano (Brovini ef al., 2021). O herbicida 2,4-D muitas
vezes chega as dguas superficiais e sedimentos (Islam et al., 2018).

O uso de agrotdxicos tem o potencial de afetar anfibios ndo apenas em habitats que
estdo ocupados pela agricultura, mas também em ambientes remotos pelo transporte
atmosférico de residuos dos compostos (Hussain; Pandit, 2012). A Lista Vermelha de
Espécies Ameagadas da IUCN (versdo 2022-2) indica que quase 35% das 7.486 espécies
avaliadas de anfibios estdo ameacadas de extingdo e 38 estdo extintas (IUCN, 2023).

A biologia, com vida bifasica aquatica e terrestre, distribui¢do global, habitat,
capacidade de acumular poluentes, metais pesados e agroquimicos e facilidade de manutengao
em laboratorio fazem dos anfibios bons bioindicadores ambientais (Pyastolova et al., 1995).
Anfibios nativos vém sendo utilizados em pesquisas como bioindicadores pela sua alta
adaptabilidade ao habitat, podendo ser avaliado no individuo e refletido ao ambiente em que
estd presente (Ferrante; Fearnside, 2020). No presente estudo, a espécie escolhida para
avaliagdo da toxicidade de 2,4-D foi Physalaemus gracilis, popularmente conhecida como

“ra-chorora”. Esse pequeno anfibio anuro ¢ encontrado no sul do Brasil, Argentina e Uruguai
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e tem como habitats florestas, areas abertas e corpos d’agua, onde coloca as desovas
espumosas em aguas paradas, nas bordas de lagos (Silveira, 2018). A espécie esta classificada
como “Pouco preocupante” e sua populagdo ¢ estavel de acordo com a IUCN (2023).

Com essa perspectiva em vista, ¢ fundamental que discutamos os impactos desse
herbicida em organismos nao-alvos, como os anfibios, principalmente nas suas fases iniciais
de vida.

2 Objetivos

O trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade do ingrediente ativo do agrotoxico
2,4-D no inicio do desenvolvimento de embrides de Physalaemus gracilis.

3 Metodologia

As coletas de desovas de P. gracilis ocorreram em menos de 24 horas de oviposi¢do
em uma lagoa da Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Erechim (Latitude: 27°43’
46,117 Sul; Longitude: 52°16° 54,40" Oeste). Logo apdés a coleta as desovas foram
transferidas ao Laboratério de Ecologia e Conservagao da Universidade onde foram colocadas
em aquarios com solu¢do FETAX, definida pelo protocolo ASTM 1439-12.

As concentragdes utilizadas no ensaio foram definidas com base na Resolugdo
CONAMA n°357 de 17/03/2005 (Brasil, 2005), que define 0 maximo permitido para 2,4-D
em agua doce classe III no Brasil ¢ 30u/L. Dessa forma, as concentragdes testadas no
experimento foram: 20, 25 e 30u/L. O 2,4-D utilizado foi Pestanal, com pureza de 98%. O
bioensaio foi realizado em teste estdtico, em triplicata, durando sete dias. Os embrides de P,
gracilis foram colocados individualmente em placas celulares contendo 24 pogos de 3ml cada.
Nas placas, quatro pogos foram separados para controle e 20 para o contaminante. Os
organismos foram inseridos no bioensaio no estagio 16-20, de acordo com Gosner (1960).
Antes de serem colocados nos pocos cada ovo foi observado individualmente em
estereomicroscopio para confirmar se estavam fecundados e tinham iniciado o
desenvolvimento embrionario.

A observagao dos embrides foi feita diariamente, onde era anotada a mortalidade € o
estagio de desenvolvimento. No sétimo dia de ensaio foi avaliada a atividade natatoria de cada
um dos individuos, classificando em normais, letargicos ou hiperativos.

A anélise estatistica dos dados foi por ANOVA, no software GraphPad Prism,

4 Resultados e Discussao
A sobrevivéncia dos grupos teve diferenga significativa em relacdo ao controle nas

concentragdes 20u/L (p = 0,0179), 25wW/L (p = 0,0112) e 30w/L (p = 0,0028). Essa
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sobrevivéncia diminuiu com o aumento das concentragdes de 2,4-D, pois em 20u/L, 58,33%
dos individuos estavam vivos no ultimo dia de ensaio, na concentracdo 30u/L apenas 30% dos
organismos estavam vivos (Figura 1). No estudo de Santos et al. (2024) concentragdes entre 4
e 30 pg/L ndo afetaram a sobrevivéncia de outra espécie de Physalaemus (P. cuvieri), no
entanto os autores utilizaram um produto comercial de 2,4-D e girinos a partir do estagio 25
de desenvolvimento. Na primeira fase da vida, quando existe a formacao inicial dos 6rgaos, o
ingrediente ativo matou mais de 50% dos expostos em 25 e, 30 u/L o que ¢ bastante
preocupante, considerando que a mortalidade embriondria afeta diretamente o aumento
populacional desse grupo (Davidson et al., 2020).

Figura 1 — Sobrevivéncia de embrides de Physalaemus gracilis expostos ao ingrediente ativo

do herbicida 2,4-D durante 7 dias.
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Fonte: Cristina Bridi, 2024.

Nas concentracdes entre 20 e 30 pg/L o herbicida 2,4-D ndo afetou o desenvolvimento
no inicio do desenvolvimento dos girinos (F = 324 = 0,3196; p = 0,8111), possivelmente
relacionado as baixas concentragdes do composto usada nesse estudo.

A atividade natatoria teve alteragdes em todas as concentragdes de 2,4-D (20 w/L - p =
0,0039; 25 p/L - p =0,0001; 30u/L -p = 0,0037), comparadas ao controle. A letargia foi mais
comum do que hiperatividade e aumentou a medida em que as concentragdes aumentaram
(Figura 2). Na concentragao de 30p/L mais de 50% dos organismos apresentaram atividade
natatoria letargica.

Figura 2 — Letargia e hiperatividade apresentada na atividade natatoria de Physalaemus
gracilis expostos a 2,4-D durante sete dias.
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Fonte: Cristina Bridi, 2024.

O estudo de Santos et al. (2024) também registrou a letargia como principal
comportamento em girinos de Physalaemus expostos a 2,4-D (P. cuvieri), corroborando com
os resultados aqui apresentados. No trabalho de Folador (2024) ndo foram observaram
alteragcdes na atividade natatéria em P cuvieri expostos a outra formula¢do do herbicida.
Ambos os estudos foram a partir do estagio 25 e com produtos formulados, demostrando a
diferenga na toxicidade entre os compostos baseados em 2,4-D, e chamando a aten¢do para a
necessidade de estudos comparativos.

5 Conclusao

O ingrediente ativo de 2,4-D diminuiu a sobrevivéncia e causou alteragdes na
atividade natatéria em embrides de P. gracilis, em concentragdes entre 20 e 30 p/L. A
mortalidade dos embrides expostos foi maior que 50% em 25 e 30 pw/L de 2,4-D, e os
sobreviventes apresentaram principalmente letargia ao final do ensaio. Os resultados sdo
preocupantes pois os anfibios representam um papel ecoldgico importante nos ecossistemas e
os estudos demostram que as populagdes desse grupo de animais estdo constantemente
ameacadas, contribuindo para o declinio de espécies.
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