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AVALIACAO DA TOXICIDADE DO HERBICIDA 2,4-D EM GIRINOS DE
PHYSALAEMUS: A FORMULACAO COMERCIAL E MAIS TOXICA QUE O
INGREDIENTE ATIVO?

GUILHERME F. FERREIRA 12*, BRUNA CAPRINI 12 | INETE C. BAU 23,
ALEXANDRE FOLLADOR 23, MARILIA HARTMANN 34

1 Introducéo

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade de anfibios anuros ho mundo, com 1144
espécies descritas (SEGALLA et.al 2022). Eles sdo importantes organismos sentinela e ndo
alvo e sdo amplamente estudados como animais modelo em ensaios ecotoxicoldgicos (DOS
SANTOS, 2020; FORBES, NSIBANDE, 2016). Por sua alta vulnerabilidade a diversos
agrotdxicos e estarem expostos aos contaminantes tanto na terra quanto na agua (FREITAS,
2019).

Physalaemus cuvieri ¢ um anfibio anuro da familia Leptodactylidae, possui grande
distribuicdo na mata atlantica Brasileira, Uruguai, Argentina, Paraguai, Bolivia e Venezuela
(FROST, 2023). A espécie ndo se encontra na listagem oficial de espécies ameagadas do MMA
(BRASIL, 2022), por conta disso, de sua ampla distribuicdo e sensibilidade da espécie ela é
muito utilizada como espécie modelo em estudos com efeitos dos agrotdxicos (DOS SANTOS,
2020).

O agrotoxico 2,4-D é um herbicida registrado como ingrediente de aproximadamente
1500 herbicidas (ZUANAZZI, 2020). Ele aparece na lista dos agrotéxicos mais vendidos no
Brasil, atras apenas da atrazina (IBAMA, 2018). No ambiente o0 2,4-D se aloca facilmente em
ambientes aquaticos, sua molécula polar unida ao seu grupo carboxila acido, auxiliam em sua
mobilidade na 4gua (ZUANAZZI, 2020). Nesses sistemas eles afetam de forma negativa os
organismos (FREITAS, 2019). Podendo causar diversos problemas genéticos e morfoldgicos
(ZUANAZZI, 2020, BROVINI, 2021), porém, os efeitos de doses subletais de 2,4-D ainda s&o
pouco conhecidos (FREITAS, 2019), ndo sendo possivel mensurar seus impactos nas espécies
n&o alvo.

2 Objetivos
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar e comparar a toxicidade do ingrediente
ativo e da formulagdo comercial do herbicida 2,4-D em girinos de Physalaemus cuvieri
3 Metodologia

Foram coletadas desovas de Physalaemus cuvieri em um lago (Latitude: 27°43” 46,11”
Sul; Longitude: 52°16° 54,40 Oeste), com menos de 24 horas de oviposicdo. Elas foram
alocadas em sacos plasticos e levadas imediatamente para o laboratério de Ecologia e
Conservagdo da UFFS - Campus Erechim, onde foram mantidas em aquérios com capacidade
para 15 litros, com solucdo FETAX, alimentacdo composta por alface organico e racdo
completa para peixe (Alcon Basic®), aeracdo constante e temperatura controlada. A criacédo
dos girinos e ensaio ecotoxicoldgico foi realizada em solucdo FETAX, de acordo com protocolo
laboratorial ASTM 1439-12 (Standard Guide for Conducting the Frog Embryo Teratogenesis
Assay-Xenopus).

O ensaio toxicoldgico iniciou quando os girinos atingiram o estagio de desenvolvimento
25 (de acordo com GOSNER,1960). Os girinos foram colocados em recipientes de vidro com
capacidade para 500ml, aeracdo constante, temperatura controlada, alimentacdo com racao
completa para peixe (Alcon Basic®) e um fotoperiodo de 12-12 claro escuro. Cada recipiente
recebeu 10 girinos, e o0 ensaio foi realizado em triplicata, ou seja, com trés recipientes por
concentracdo. O ensaio teve a duracdo de 14 dias, semi-estatico, com trocas de agua a cada 3
dias.

Para a comparacao entre ingrediente ativo e formulacéo comercial de 2,4-D (&cido 2,4-
diclorofenoxiacético) foi realizado um tratamento utilizando Pestanal® com 98,8% de pureza,
dissolvido em Dimetilsulféxido (DMSO), considerado IA e um tratamento com formulagao
U46 BR® com 670 g/L de equivalente acido, 806 g/L de &cido 2,4- Diclorofenoxiacético (2,4-
D) e 380,9 g/L de outros ingredientes (MAPA n° 01803), considerado FC. Para ambos o0s
produtos foram testadas cinco concentragfes de 2,4-D: 4, 30, 52,2, 75 e 100 pg/L. Também
foram feitos dois controles, um apenas com solu¢do FETAX e outro com a adi¢ao de 2 ug/L do
solvente DMSO utilizado na preparacao da solucao estoque do ingrediente ativo.

A mortalidade dos girinos foi verificada e anotada diariamente, assim como a
temperatura e oxigenacgdo da dgua. No primeiro (dia 1) e Gltimo dia (dia 14) do ensaio todos 0s
girinos foram medidos com relagdo ao comprimento total com a ajuda de um paquimetro digital
(Jomarca) e pesados em balanca analitica (UniBlock). A diferenca entre os girinos do dia 1 e
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dia 14 em cada ensaio foi considerado crescimento.
4 Resultados e Discussao

A mortalidade néo foi significativa nos girinos expostos ao 1A e FC. No tratamento 1A
ocorreu uma morte em 100 pg/L, e em FC, 14 mortes no total: 1 em 4 pg/L, 3 em 30 pg/L, 5
em 52,2 e 5 em 100 pg/L (F(5,13) = 1,19, p = 0,32). N&o ocorreu mortalidade nos controles.
Embora tenha sido baixa, 18 % dos expostos a FC ndo sobreviveram até o final do periodo de
ensaio, o que leva a questionamentos sobre a formulag&o comercial e levanta a possibilidade de
mais estudos sobre a sobrevivéncia desta espécie na exposicdo a 2,4-D.

As médias de comprimento total, massa e seus respectivos crescimentos em relacdo aos
girinos do dia 1 e dia 14 estéo apresentados na tabela 1. Os girinos expostos a 1A e FC de 2,4-
D nédo apresentaram diferengas entre comprimento e massa no dia 14. Apesar das medidas
variarem entre o controle e girinos expostos, nao foi suficiente para uma diferenca estatistica
entre elas. Quando o crescimento dos 14 dias de ensaio foi analisado (diferenca entre dia 1 e
dia 14), foi possivel verificar que os girinos em contato com concentrac¢des entre 30 e 100 pg/L
de FC cresceram menos que os em IA. Essa diminuicdo de tamanho pode ser uma resposta ao
estresse causado pela substancia quimica. Como foi demonstrado por Samojeden et al. (2022),
P. cuvieri pode ter alteracdo de tamanho se exposto a agrotoxicos, como imidacloprido. O
desenvolvimento reduzido dos girinos pode torna-los mais vulnerdveis a predacdo em
ambientes naturais, diminuindo taxas de sobrevivéncia (BEASLEY, 2020)

Tabela 1- Comprimento total(mm) e massa(g) dos girinos de Physalaemus cuvieri expostos a
diferentes concentragdes de 2,4-D: ingrediente ativo (IA) e formulagdo comercial (FC). A
coluna crescimento considera a porcentagem de aumento do comprimento (mm) em relacdo aos
girinos do primeiro dia do ensaio, que foi de 9,49+1,13 mm, e aumento da massa (g), que no

inicio foi de 0,017+0,01 g (média+ desvio padrdo).

Tratamento Concentragd  Compriment  Crescimento Massa Crescimento
0 o Total (CT) CT (%) g massa (%)
Controle Controle 16,95+ 1,52 78,64 0,054+0,02 210,92
Controle 17,10+4,28 80,22 0,056+0,03 222,99
DMSO
4 18,92+2,32 99,49 0,069+0,03 298,05

30 17,41+4,61 83,54 0,065+0,04 270,69
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1A 52,2 15,98+2,54 68,44 0,040+0,02 131,61
75 17,51+3,62 84,56 0,050+0,03 189,66

100 16,90+1,92 78,17 0,043+0,02 148,85

4 17,65+1,42 86,08 0,060+0,02 244,25

30 15,19+3,00 60,17 0,050+0,02 185,06

4 17,65+1,42 86,08 0,060+0,02 244,25

30 15,19+3,00 60,17 0,050+0,02 185,06

FC 52,2 15,99+3,76 68,57 0,043+0,03 147,70
75 16,24+3,32 71,23 0,044+0,03 152,87

100 16,13+2,69 70,02 0,045+0,03 159,20

Fonte: Autor, 2023

No estudo de Pavan et al. (2021) concentracdes semelhantes de 2,4-D misturadas com
glifosato também ndo causaram mortalidade, mas reduziram o comprimento e massa de girinos
de Leptodactylus latrans.
5 Concluséo

O IA e FC testados no presente estudo ndo causaram mortalidade significativa, mas
podem interferir no crescimento dos girinos de P. cuvieri. Ainda sdo necessarios mais estudos
para confirmar a diferenga na toxicidade entre o IA e a FC de 2,4-D, mas existem indicios
demonstrando maiores efeitos da substdncia formulada em relacdo ao produto puro.
Recomendamos mais estudos com outras formulagfes comerciais e especies para compreender
melhor a toxicidade desse e de outros herbicidas na fauna silvestre.
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