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Resumo 

Os agrotóxicos exercem importantes funções na produção agrícola garantindo formas mais 

econômicas de plantio e colheita com o aumento da produtividade, qualidade e redução de 

perdas. Apesar de resultar em benefícios para o produtor, seu uso irracional e aplicação 

exacerbada tornaram-no a principal fonte de contaminantes orgânicos, levando altas 

concentrações de resíduos de pesticidas para o meio ambiente. Dentre os agrotóxicos, 

destacam-se o glifosato e o fipronil, que são frequentemente utilizados conjuntamente no 

Brasil e são suscetíveis a causar efeitos indesejáveis, sobretudo em ecossistemas hídricos. 

Dentre os possíveis organismos não alvo, os répteis aquáticos, sobretudo os Testudines, 

representam uma das ordens de animais que estão indiretamente afetadas pela aplicação dos 

agrotóxicos. Nesse contexto, objetivou-se investigar os potenciais efeitos tóxicos de diferentes 

concentrações de glifosato e/ou fipronil em embriões e neonatos de Podocnemis expansa 

expostos a substrato contaminado durante incubação artificial. Após a exposição, foi realizada 

a avaliação de múltiplos biomarcadores por meio da análise de viabilidade de ovos, biomassa 

corpórea, malformações ósseas, bromatologia das cascas dos ovos, mutageneicidade, 

histopatologia hepática e cerebral de embriões ou neonatos de P. expansa. Para tal fim, ovos 

coletados no ambiente natural foram incubados artificialmente em areia umedecida com água 

contendo glifosato Atar 48 nas concentrações de 65µg/L ou 6500µg/L e fipronil Regent 

800WG a 4µg/L ou 400µg/L, ou a associação de ambos os agrotóxicos. A exposição 

combinada se deu a partir de 65µg/L de glifosato e 4µg/L de fipronil e 6500µg/L de glifosato 

com 400µg/L de fipronil. Os resultados do presente estudo demonstram que a exposição aos 

agrotóxicos testados, isoladamente ou em combinação, interferem no crescimento 

embrionário de P. expansa, bem como induz malformações ósseas no anel ossicular escleral. 

Com relação a bromatologia, a exposição aos pesticidas ocasionou redução do teor de 

umidade e proteína bruta e aumento nos níveis de extrato etéreo da casca dos ovos. Alterações 

de micronúcleo, demais anormalidades nucleares eritrocitárias e histopatológicas de fígado e 

encéfalo evidenciaram danos mutagênicos, hepatóxicos e neurotóxicos em neonatos de P. 

expansa. Essas descobertas ressaltam o potencial risco ecotoxicológico das formulações 

comerciais de glifosato e fipronil sobre a biologia da espécie estudada, reforçando a 

importância da inclusão dos Testudines nos testes de risco ambiental causados por 

agrotóxicos. 

Palavras-Chave: Anormalidades eritrocitárias, bromatologia, ecotoxicologia, malformações, 

histopatologia. 

 



 
 

Abstract  

Pesticides play important roles in agricultural production, ensuring more economical ways of 

planting and harvesting with productivity and quality increasing and reduced losses. Despite 

resulting in benefits for the producer, its irrational use and exacerbated application made it the 

main source of organic contaminants, taking high concentrations of pesticide residues into the 

environment. Among pesticides, glyphosate and fipronil stand out, which are often used 

together in Brazil and are susceptible to causing undesirable effects, especially in water 

ecosystems. Among the possible non-target organisms, aquatic reptiles, especially Testudines, 

represent one of the animals orders that are indirectly affected by the application of pesticides. 

In this context, the objective of this work was to investigate the potential toxic effects of 

different concentrations of glyphosate and/or fipronil on Podocnemis expansa embryos and 

neonates exposed to contaminated substrate during artificial incubation. After exposure, 

multiple biomarkers were evaluated by analyzing the viability of eggs, body biomass, bone 

malformations, egg shell bromatology, mutagenicity, hepatic and cerebral histopathology of 

P. expansa embryos or neonates. For this purpose, eggs collected in the natural environment 

were artificially incubated in sand moistened with water containing glyphosate Atar 48 at 

concentrations of 65µg/L or 6500µg/L and fipronil Regent 800WG at 4µg/L or 400µg /L, or 

the association of both pesticides. The combined exposure was from 65µg/L of glyphosate 

and 4µg/L of fipronil and 6500µg/L of glyphosate with 400µg/L of fipronil. The results of the 

present study demonstrated that exposure to the tested pesticides, alone or in combination, 

interfered with the embryonic growth of P. expansa, as well as inducing bone malformations 

in the scleral ossicular ring. Regarding bromatology, exposure to pesticides caused a 

reduction in the moisture and crude protein content and increased the levels of ether extract 

from the eggshells. Micronucleus alterations, other nuclear erythrocyte and histopathological 

abnormalities of the liver and brain showed mutagenic, hepatotoxic and neurotoxic damage in 

neonates of P. expansa. These findings highlighted the potential ecotoxicological risk of 

commercial formulations of glyphosate and fipronil on the biology of the studied specie, 

reinforcing the importance of including Testudines in tests for environmental risk caused by 

pesticides. 

Keywords: Erythrocyte abnormalities, bromatology, ecotoxicology, malformations, 

histopathology. 
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e (H) Grupo glifosato 6500 µg/L associado ao fipronil 400 µg/L. (C-H) 

Indivíduos em estágio 21. Vista ventral e dorsal, respectivamente. 

Destaque para o retardo na ossificação das fontanelas cranial (Fcr) e 

caudal (Fca) dos grupos expostos aos agrotóxicos (C, E, G) em 

comparação com indivíduo do grupo controle (A).  Fusão dos ossos 

costais (Co) e neurais (Ne) presentes no indivíduo do grupo controle (B) e 

ausentes nos demais indivíduos dos grupos tratados (D, F, H). Ossos 
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Observa-se a presença de: os – ossículos (A e B), ov - sobreposição de 
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ossículos (A e B), ao – ausência de ossificação (B e D), fo- fusão dos 

ossículos (C e E), r- ossículo rudimentar (D). Coloração realizada por 

Hematoxilina e Eosina. Escala de 200µm. 

Figura 5-1: Anormalidades nucleares eritrocitárias identificadas em neonatos P. 

expansa expostos ou não ao glifosato e fipronil, isoladamente ou em 

combinação, em incubação artificial. A- Fotomicrografia representativa 

dos eritrócitos; B- Eritrócito normal; C- Núcleo com brotamento; D- 

Eritrócito binucleado; E- Núcleo reniforme; F- Constrição simétrica; G- 

Constrição assimétrica; H- Núcleo multilobado; I- Núcleo deslocado; J- 

Núcleo entalhado; K- Núcleo deslocado; L- Eritrócito micronucleado. 

Escala: 60µm. 
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F2 (fipronil 400µg/L) e GF1(glifosato 65µg/L associado ao fipronil 

91 



 
 

4µg/L), respectivamente. (C) e (D) - Infiltrado inflamatório com presença 

de heterófilos (asteriscos) no grupo F1 (fipronil 4µg/L) e F2 (fipronil 
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expansa expostos ou não ao glifosato e fipronil, isoladamente ou em 

combinação, em incubação artificial. De acordo com a histopatologia no 

tecido, foi categorizado quatro estágios de alterações: tecidos sem 

alteração (1), alteração discreta (2), alteração moderada (3) e alteração 
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Capítulo 1 - Introdução Geral 

 

1.1. Agrotóxicos 

 

Os agrotóxicos exercem importantes funções na produção agrícola, permitindo formas 

mais econômicas de plantio e colheita, aumentando a qualidade, as safras e reduzindo perdas 

durante estocagem e transporte (HAYES JR., 1991; ZHANG et al., 2019; FERNANDES et 

al., 2020). Com o intenso crescimento agrícola a partir da década de sessenta, determinadas 

culturas tornaram-se dependentes destas substâncias (VALDES, 2010). No entanto, apesar do 

uso de agrotóxicos ter proporcionado um aumento da produção de alimentos e redução de 

perdas (ZHANG et al., 2019), seu uso irracional e aplicação exacerbada tornaram-no a 

principal fonte de contaminantes orgânicos, levando altas concentrações de resíduos de 

pesticidas para o meio ambiente (MILLER et al., 2019). Em sua aplicação nas lavouras, cerca 

de 99% dos pesticidas ministrados não são absorvido pelas plantas, dispersando pelo 

ambiente e infiltrando-se no solo e nas águas subterrâneas e contaminando direta ou 

indiretamente organismos não-alvo (ZHANG et al. 2011; DE CASTRO LIMA et al., 2020).  

O Brasil é considerado um dos grandes produtores agrícolas mundiais e desde 2008, o 

país assumiu a colocação de maior consumidor de agrotóxicos do mundo (IBAMA, 2016; 

ZHANG, 2018). Nos últimos dez anos, o mercado brasileiro de agroquímicos cresceu 190%, 

mais que o dobro do mercado mundial (cerca de 93%), evidenciando que o modelo de 

agricultura desenvolvida atualmente no país está cada vez mais dependente dos produtos 

fitossanitários (SANTOS et al., 2021). Segundo boletim anual de 2020, o país aprovou o 

registro de 493 agrotóxicos anteriormente não certificados, sendo esse volume o maior 

número já documentado pelo Ministério da Agricultura (DIÁRIO OFICIAL DA UNIÃO, 

2021).  

De acordo com a Norma Regulamentadora Rural (NRR) nº 5, acompanhada da Lei 

Federal nº 7.802 de 11 de julho de 1989, são definidos como agrotóxicos os produtos e os 

agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, destinados ao uso nos setores de 

produção, armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na proteção 

de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas; além 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. 

Agrotóxicos, pesticidas, defensivos agrícolas, praguicidas são apenas algumas das 

inúmeras denominações relacionadas a um grupo de substâncias químicas utilizadas no 
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controle de pragas animais e vegetais (FUNDACENTRO, 1998). Essas substâncias químicas 

alcançam a água de rios e do mar por diversas vias, seja com o carreamento pelas chuvas e 

pelo ar, por acidentes durante o uso de substâncias tóxicas em processos agrícolas, ou por 

lançamento de esgotos domésticos e efluentes industriais (ARIAS et al., 2007). A 

vulnerabilidade desse ambiente depende de vários fatores como as propriedades físicas e 

químicas dos contaminantes, da concentração que chega ao ecossistema, se a descarga do 

contaminante é pontual ou difusa, da localização do ecossistema em relação ao ponto onde o 

contaminante foi liberado e da capacidade dos organismos deste ecossistema de armazenar e 

biotransformar estas substâncias (AZEVEDO e CHASIN, 2003; MOZETO e ZAGATTO, 

2006; IGNÁCIO, 2018).  

Dentre os agrotóxicos, as classes utilizadas em maior volume são os herbicidas e os 

inseticidas e dentre estes, destacam-se o glifosato e o fipronil, respectivamente (SIMON-

DELSO et al., 2015; BECKIE et al., 2020).  

 

1.1.1. Glifosato 

Os herbicidas representam o maior grupo de agrotóxicos utilizados, tanto em termos 

de volume quanto em número de classes químicas e moléculas desenvolvidas (VALDES, 

2010). Estes produtos têm alta susceptibilidade a causar impactos em ecossistemas aquáticos, 

já que tendem a apresentar maior solubilidade em água do que outros tipos de agrotóxicos 

(HARTLEY et al., 2001).  

O grande destaque na utilização dos herbicidas é a participação do ingrediente ativo 

glifosato, que representa 76% do total de herbicidas comercializados e 40% do total de 

agrotóxicos utilizados na produção agrícola brasileira (CARNEIRO, 2015; DEMICHELLI et 

al., 2020). Trata-se de uma substância química cuja aplicação deve ocorrer em caráter pós-

emergencial nas plantas invasoras das culturas de algodão, ameixa, arroz, banana, cacau, café, 

cana-de-açúcar, citros, coco, feijão, fumo, maçã, mamão, milho, nectarina, pastagem, pera, 

pêssego, seringueira, soja, trigo e uva (SZEPANOWSKI et al., 2018; DUKE, 2020). Segundo 

a Associação Brasileira de Saúde Coletiva (ABRASCO), o aumento constante na utilização de 

agrotóxicos no Brasil, no decorrer da última década, deve-se principalmente à expansão do 

cultivo da soja transgênica e à resistência adquirida pelas plantas daninhas combatidas 

mediante aplicação do glifosato (CARNEIRO, 2015). Em consequência disso, esse herbicida 

passou a ser utilizado mais frequentemente, muitas vezes em doses mais elevadas, resultando 

em potenciais efeitos secundários adicionais (VAN BRUGGEN et al., 2018).  
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O glifosato [N-(fosfonometil) glicina] (Figura 1-1) é considerado tóxico para espécies 

aquáticas, pouco tóxico para organismos do solo e pouco bioacumulável (ANNETT et al., 

2014). Embora seja degradado por microrganismos, esse herbicida apresenta persistência 

variável no ambiente, sendo que sua meia-vida varia de menos de uma semana a alguns 

meses, dependendo dos teores de matéria orgânica, argila e do nível de atividade microbiana 

(BLAKE e PALLETT, 2018; CHAULET et al., 2019; DUKE, 2020). No entanto, a sua 

utilização intensiva tem resultado em um crescente nível de resíduos no ambiente, sobretudo 

no meio aquático (lençóis freáticos, lagos e rios) (VAN BRUGGEN et al., 2018). 

 

 

 

 

 

Figura 1-1: Fórmula estrutural do Glifosato. Fonte: ANVISA. 

 

Quimicamente, o glifosato é constituído pelo aminoácido glicina e por um grupo 

fosfonometil e é o princípio ativo de vários produtos fitofarmacêuticos (AZIZ, 2020). 

Possuindo várias formulações e concentrações, denominou-se o seu conjunto como herbicidas 

à base de glifosato (HBG), destacando o Roundup, Buggy 360, Touchdown premium, 

Tornado, Glifos Titan, Spasor K, Rumbo, Verdys e o Glifosato Atar 48 como seus principais 

representantes comerciais (OLIVEIRA e HENRIQUES, 2011). Em sua formulação há a 

presença de sal de amónio ou sal de isopropilamina em concentrados ou grânulos 

hidrossolúveis, além de vários adjuvantes, em particular surfactantes, como o 

polioxietilenoamina (POEA) capazes de maximizar a eficácia do herbicida, aumentando sua 

toxicidade (AZIZ, 2020).   

A Agência de Proteção Ambiental (EPA) classifica o glifosato como sendo 

“praticamente não-tóxico e não irritante em toxicidade aguda", e a Organização das Nações 

Unidas para Alimentação e Agricultura (FAO) e a Organização Mundial de Saúde (WHO) 

têm classificado esse composto como “seguro”, desde que não exceda o valor máximo de 

ingestão diário (FAO-WHO refere que esse valor é de 1mg/kg de peso vivo - PV) (WHO, 

2017; AZIZ, 2020). No Brasil, após a reclassificação dos agrotóxicos pela Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (ANVISA), o glifosato teve sua toxicidade reduzida, sendo suas 

formulações classificadas como “categoria 4 - produto pouco tóxico” e “categoria 5 - produto 

improvável de causar dano agudo” (DIÁRIO OFICIAL DA UNIÃO, 2019).  
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A avaliação dos riscos potenciais do herbicida glifosato para a saúde humana e 

ambiental foi centrada na presença de resíduos nos vegetais e animais destinados ao consumo 

humano (RIBEIRO et al., 2018). No que se refere a definição dos parâmetros de segurança 

relativos à quantidade de resíduos de glifosato que podem ser encontrados nos alimentos, 

percebe-se que houve, nos últimos anos, um grande aumento no que tange ao limite máximo 

estabelecido como condição para preservação do meio ambiente e da saúde humana 

(MACHADO, 2016). Comparando com os parâmetros de segurança estabelecidos no Brasil e 

na União Europeia, percebe-se uma assimetria referente aos mesmos, visto que o resíduo de 

glifosato permitido no Brasil para a soja é até duzentas vezes maior do aquele permitido na 

União Europeia, (0,05mg/kg na UE e 10mg/kg no Brasil) (BOMBARDI, 2017; RIBEIRO et 

al., 2018). 

Pesquisadores em todo o mundo têm manifestado preocupações sobre a segurança do 

glifosato, defendendo que este acarreta vários efeitos nocivos na saúde humana e animal, além 

de problemas ambientais (AZIZ, 2020). Alguns estudos de efeitos adversos em laboratório e 

em campo demonstraram que o glifosato tem baixa toxicidade para abelhas, minhocas e aves, 

e que o risco é pequeno para organismos aquáticos (DALLEGRAVE, 2003). No entanto, 

estudos têm demonstrado que o glifosato é capaz, por exemplo, de causar distúrbios 

comportamentais e morfológicos em Danio rerio (0,065 e 0,5mg/L - BRIDI et al., 2017), 

danos ao DNA de Salvator merianae (100μg/ovo - SCHAUMBURG et al. 2016), alterações 

teciduais hepáticas em Dendropsophus minutus (65, 130, 260 e 520μg/L - LOPES et al. 

2021), estresse oxidativo em Trachemys scripta elegans (30mg/L - HÉRITIER et al., 2017) e  

mutageneicidade em Caiman latirostris  (500, 750, 1000µg/ovo - LÓPEZ GONZÁLEZ et al. 

2017). 

Com relação ao contato humano, esse herbicida foi considerado de baixa toxicidade, 

volatilidade e de reduzida absorção cutânea, tornando sua aplicação segura para trabalhadores 

que utilizam todos os equipamentos de proteção (DALLEGRAVE, 2003). No entanto, estudos 

já constataram além de rinite e dermatites em pessoas que entraram em contato com esse 

herbicida, alterações mutagênicas no DNA e cromossomos de células humanas (NIELSEN et 

al., 2007; MLADINIC et al., 2009; SLAGER et al., 2010; IARC, 2015).   

 

1.1.2. Fipronil 

Dentre os inseticidas, o fipronil [5-amino-1- (2,6-dicloro-R, R, -trifluoroproil) -4- 

(trifluorometil) sulfinil] pirazole-3-carbonitrilo] (Figura 1-2) é considerado altamente ativo e 

de amplo espectro, sendo utilizado em mais de 100 diferentes culturas agrícolas, além de ser 
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empregado na saúde pública, tratamentos veterinários e dedetização urbana, rural e 

domissanitária (ROBERTS e REIGART, 2013; CHAULET et al, 2019; SANTOS et al., 

2021). Derivado quimicamente da família do fenilpirazol, esse inseticida é um potente 

disruptor do sistema nervoso central dos insetos, mediante o bloqueio dos canais de cloro 

mediados pelos aceptores do ácido gama amino butírico (GABA), promovendo paralisia, 

convulsões e morte (TINGLE et al., 2003; CHAULET et al, 2019). 

 

Figura 1-2: Forma estrutural do Fipronil. Fonte: ANVISA. 

 

Sendo altamente persistente no solo e possuindo baixa a moderada solubilidade em 

água, o fipronil pode ser degradado mediante os processos de fotólise, pela radiação 

ultravioleta, e/ou degradação microbiana originando subprodutos que muitas vezes são mais 

tóxicos do que a molécula original (CONNELLY, 2001, GRANZOTO, 2018). De caráter 

hidrofóbico, sua molécula apresenta baixo potencial de lixiviação e forte adsorção no solo e 

em sedimentos, apresentando maior afinidade por matrizes orgânicas tais como lipídeos, óleos 

e solventes orgânicos (GUNASEKARA et al., 2007; SANTOS, 2021). 

A utilização do fipronil em grandes quantidades pode gerar resíduos no ambiente, 

principalmente nos recursos hídricos próximos às áreas nas quais foi utilizado (CHAULET et 

al, 2019). Sua degradação é considerada lenta no solo e na água, com uma meia-vida variando 

entre 36 horas a quase 8 meses, dependendo do substrato e condições do ambiente (SCORZA 

JUNIOR e FRANCO, 2013; GRANZOTO, 2018). Tendo em vista sua alta toxicidade, alguns 

países da Europa como França, Itália, Alemanha e Eslovênia proibiram a comercialização do 

fipronil (OLIVEIRA et al., 2012; GRANZOTO, 2018). No Brasil, o fipronil é um dos 

inseticidas mais utilizados para combater pragas, principalmente em culturas alimentícias 

(SIMON-DELSO et al., 2015), sendo comercialmente encontrado com vários nomes como 

Icon, Ascend, Chipco, Adonis, Frontline e Regent (CHAGURI, 2016). É classificado “classe 

II - moderadamente perigoso” pela WHO e “categoria 2 - produto altamente tóxico” pela 

ANVISA (WHO 2009; DIÁRIO OFICIAL DA UNIÃO, 2019).  
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A crescente utilização do fipronil ocorre, sobretudo, devido à sua alta toxicidade para 

invertebrados, sendo até 500 vezes mais seletivo para insetos em comparação a outros 

inseticidas como dieldrin, endosulfan, organofosforodos e piretróides (GRANT et al., 1998; 

RATRA e CASIDA, 2001; SANTOS, 2021). Além disso, a facilidade e flexibilidade com que 

o fipronil pode ser aplicado, sua longa persistência e natureza sistémica são fatores que 

garante que ele se espalhe para todas as partes da cultura alvo (VAN DER SLUIJS et al., 

2015; SANTOS et al., 2021).  

Existem evidências de que o fipronil e seus derivados podem bioacumular, 

principalmente em peixes e anfíbios, podendo representar um risco para o meio aquático 

(QIAN et al., 2017; CHAULET et al., 2019).  No entanto, existem escassas informações sobre 

os impactos que este inseticida podem causar nesses ambientes. Efeitos adversos do fipronil 

podem ocasionar redução da atividade alimentar, peso corporal e da proporção fígado e/ou 

gordura corporal de Acanthodactylus dumerili (30μg/g de peso corporal -  PEVELING e  

DEMBA, 2003), alterações cerebrais em Rutilus frisii (632mg/kg - ARDESHIR et al. 2017), 

aumento da mortalidade e redução na taxa de eclodibilidade e comprimento corporal em D. 

rerio (2,5, 7,5 e 15mg/L - PARK et al. 2020), efeitos teratogênicos e mortalidade em Silurana 

tropicalis (0,35-3,50 mg/L – SAKA e TADA, 2021) e alterações genotóxicas e melânicas em 

Lithobates catesbeianus (0,04, 0,08, 0,4mg/L – SANTOS et al., 2021). Além de perturbações 

endócrinas, alteração da função imunológica e comportamentais (POCHINI; HOVERMAN, 

2017), o fipronil é classificado como carcinogênico para organismos vivos (FENT, 2014; 

SANTOS, 2021), podendo o seu uso gerar riscos significativos ainda desconhecidos ao 

ecossistema (CUNHA et al., 2017; SANTOS et al., 2021). 

 

1.2. Ecotoxicologia 

 

Considerando a alta toxicidade tanto do glifosato quanto do fipronil, sua grande 

utilização e o alto potencial de contaminação da rede hidrográfica, tornam-se relevantes os 

estudos ecotoxicológicos e de avaliação do potencial de risco destes agrotóxicos. Nesse 

sentido, a ecotoxicologia é a ciência que estuda os efeitos das substâncias químicas sobre os 

organismos vivos e populações naturais, podendo a resposta ser aguda ou crônica e diferindo 

na duração e intensidade das exposições (SILVA et al., 2015). Trata-se de uma ferramenta 

auxiliar nas análises de impactos ambientais causados por tais elementos, estimando assim 

sua toxicidade em relação ao organismo teste utilizado (WALKER et al., 2012; SILVA et al., 

2015). 



22 
 

Segundo Buss e et al. (2008), os resultados das análises químicas por si só não 

retratam o impacto ambiental causado pelos poluentes, pois não demonstram os efeitos sobre 

o ecossistema. Somente os sistemas biológicos podem detectar os efeitos tóxicos das 

substâncias, demonstrando a importância destas análises na hora de se avaliar se há ou não 

riscos à biota encontrada no local de enfoque da pesquisa (MAGALHÃES e FILHO, 2008; 

SILVA et al., 2015). Enquanto as análises químicas identificam e quantificam as 

concentrações das substâncias tóxicas, os testes de toxicidade avaliam o efeito dessas 

substâncias sobre sistemas biológicos (COSTA et al., 2008). Sendo assim, partes destes 

compostos podem causar danos aos organismos, e estes serão considerados quando houver 

mudanças bioquímicas ou fisiológicas que adversamente afetam os indivíduos nas taxas de 

nascimento, crescimento ou mortalidade (WALKER et al., 2012). 

A ecotoxicidade de determinado composto químico é variável e depende também das 

propriedades dos ingredientes ativos e inertes que compõe o produto (IBAMA, 2009; SILVA 

et al., 2015). Dependendo de sua toxicidade e do tempo que permanece disponível no meio 

ambiente, os agrotóxicos podem interferir em processos básicos do ecossistema, como 

respiração do solo, ciclagem de nutrientes, mortalidade de peixes ou aves, redução em 

população de espécies, entre outros (IBAMA, 2009). Tendo em vista a grande complexidade e 

variedade das interações entre esses parâmetros, tornou-se fundamental a padronização de 

estudos e monitoramento para analisar os impactos ambientais (METCALF; EDDY, 2003). 

Esses testes são aplicados também para avaliar a sensibilidade relativa de organismos 

aquáticos para determinado contaminante ou agente tóxico ou ainda a eficiência de diferentes 

métodos de tratamento para efluentes industriais (METCALF; EDDY, 2003). Testes em 

laboratório são realizados com organismos aquáticos, principalmente com peixes, vistos que 

os mesmos podem acumular substâncias tóxicas em concentrações muito acima daquelas 

encontradas nas águas onde vivem de forma direta (HELFRICH et al. 1996). No entanto, há 

poucos estudos referentes a contaminação e a exposição de outros organismos aquáticos, 

como os répteis, sobretudo da fauna brasileira. 

 

1.2.1. Ecotoxicologia em Répteis 

A perda da biodiversidade global causada sobretudo pela poluição ambiental são uma 

ameaça iminente para muitos grupos taxonômicos de vertebrados, incluindo os répteis 

(BÖHM et al. 2013; MINGO, 2019). De acordo com a Lista Vermelha de Espécies 

Ameaçadas da IUCN, estima-se que 15-32% da diversidade mundial de répteis esteja 

ameaçada, enquanto, 42% de todas as espécies europeias apresentam tendências de declínio 
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populacional (COX e TEMPLE, 2009; MINGO et. al., 2017; MINGO 2019). Embora os 

répteis tenham sido tradicionalmente estudados juntamente com anfíbios no campo da 

herpetologia, foi somente nos recentes anos que o interesse em sua conservação começou a 

aumentar (SPARLING et al. 2010). No entanto, esses animais permanecem o táxon menos 

estudado entre os grupos de vertebrados, correspondendo a menos de 1% dos estudos de 

ecotoxicologia (SPARLING et al., 2010; MINGO 2019; ZHANG, 2019). 

Os agrotóxicos são considerados como um dos principais causadores de declínio 

populacional dos répteis em todo o mundo, juntamente com perda e degradação de habitat, 

espécies invasoras introduzidas, doenças, uso insustentável e mudanças climáticas globais 

(TODD et al., 2010; BÖHM et al. 2013; MINGO et. al., 2017). Essa susceptibilidade a 

contaminação se deve sobretudo pela exposição direta ao solo contaminado, inalação, 

ingestão de alimento, penetração na pele e ingestão regular do solo (RICH e TALENT, 2009; 

AMARAL et al., 2012; BÖHM et al., 2013). Embora muitas espécies tenham conseguido se 

adaptar persistindo nos habitats alterados por atividades agrícolas, eles agora têm que lidar 

com a carga adicional de poluição resultante do aumento do uso de pesticidas e outros 

agroquímicos (GIBBS et al., 2009; MINGO et. al., 2017).  

Muitas das espécies de répteis são caracterizadas pela fidelidade as suas pequenas 

áreas de vida, frequentemente apresentando baixas capacidades de dispersão com poucas 

habilidades para escapar da exposição a pesticidas (BÖHME, 1981; HUEY, 1982; 

SOUTHWOOD e AVENS, 2010; MINGO et. al., 2017), o que os tornam ideais para estudos 

envolvendo efeitos de contaminantes locais (GIBBONS, 2000; CAMPBELL e CAMPBELL, 

2002). Além disso, uma variedade de répteis tem determinação do sexo dependente da 

temperatura, um processo que pode ser particularmente sensível a perturbações por 

substâncias químicas que imitam hormônios naturais (disruptores endócrinos) (GIBBONS, 

2000; HOPKINS, 2000; GARDNER e OBERDÖRSTER, 2005).  

Em relação a seu metabolismo, os répteis são considerados animais de sangue frio e, 

como tal, têm taxas mais baixas de catabolismo e depuração do que outros animais, como 

pássaros e mamíferos, podendo manter cargas corporais mais elevadas de contaminantes 

(PORTELLI e BISHOP, 2000). Além disso, muitas espécies de répteis são conhecidas por 

armazenar quantidades de gordura corporal, que podem servir para bioacumular lipofílicos 

contaminantes (CAMPBELL e CAMPBELL, 2000; PORTELLI e BISHOP, 2002). São 

também predadores ou catadores e ocupam posições relativamente altas em níveis tróficos. 

Isso resulta em uma maior probabilidade de maior exposição a contaminantes persistentes 

como resultado da biomagnificação (acúmulo progressivo de substâncias de um nível trófico 
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para outro ao longo da teia alimentar) (HALL, 1980; CAMPBELL e CAMPBELL, 2002; 

PEVELING; DEMBA 2003). 

Com relação aos atributos de sua história de vida, muitos répteis possuem alta 

longevidade e desenvolvimento tardio se comparado com outras classes de animais 

(GARDNER e OBERDÖRSTER, 2005). Isto proporciona uma oportunidade para se avaliar 

os efeitos de contaminantes em espécies que foram expostas por longos períodos e determinar 

as respostas das populações a toxicidade (HOPKINS, 2000; GARDNER e OBERDÖRSTER, 

2005). 

Embora a quantidade de estudos sobre os efeitos toxicológicos de pesticidas em répteis 

sejam escassos, já foram observados efeitos potencialmente letais (WEIR et al., 2014; 

CHANG et al., 2016; EMERY et al. 2021), bem como diversos efeitos subletais. Estes 

últimos incluem uma série de implicações para indivíduos expostos, que vão desde respostas 

hormonais e enzimáticas, alterações morfológicas, estresse oxidativo, implicações 

neurotóxicas e imunossupressão, reações fisiológicas, prejuízos na fertilidade, 

desenvolvimento e desempenho locomotor, até o hermafroditismo (HOPKINS e WINNE, 

2006; AMARAL et al., 2012; BICHO et al., 2013; LATORRE et al., 2013; LÓPEZ-

GONZÁLEZ et al., 2013;CARDONE, 2015; CARPENTER et al., 2016; SCHAUMBURG et 

al., 2016; SOLTANIAN, 2016; LATORRE et al., 2016; MINGO et. al., 2017; HIRANO et al., 

2019; MESTRE et al., 2019; DE-OLIVEIRA et al. 2020; CHEN et al., 2020).  

Dentre os répteis, os Testudines representam importantes bioindicadores para estudos 

ecotoxicológicos (FORERO-MEDINA et al., 2019). Dentre eles, destacam-se as tartarugas de 

água doce, que desempenham importantes funções no ambiente por meio de sua grande 

biomassa, alta produtividade secundária e contribuição para o fluxo de energia dentro e entre 

os ecossistemas (LOVICH et al., 2018; FORERO-MEDINA et al., 2019). 

 

1.3. Podocnemis expansa  

 

Dentre os répteis, os Testudines estão entre os animais mais ameaçados do mundo 

(BONIN, et al., 2006). O Brasil possui 36 espécies distribuídas nos seus mais diversos 

ecossistemas aquáticos e terrestres, sendo 29 espécies de água doce, 2 terrestres e 5 marinhas 

(COSTA e BÉRNILS, 2018). Dentre eles, destaca-se a família Podocnemididae, onde se 

encontram as espécies Peltocephalus dumerilianus, Podocnemis unifilis, P. eritrocephala, P. 

sextuberculata e P. expansa (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA, 2014). 
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Popularmente conhecida como tartaruga-da-Amazônia, tartaruga-verdadeira, araú ou 

jurará-açu, a Podocnemis expansa consiste no maior Testudines de água do doce da América 

do Sul (ERNST e BARBOUR, 1989; PRITCHARD, 1979). É particularmente vulnerável, 

apresentando ampla distribuição geográfica pelos rios e lagos das bacias do Amazonas e 

Orinoco na Colômbia, Venezuela, Guianas, Equador, Peru, Bolívia e Brasil; e atingindo a 

bacia Araguaia-Tocantins na região central do território brasileiro (RUEDA-ALMONACID et 

al., 2007; VOGT et al., 2015; SANTOS e FIORI, 2020). Sendo valiosa fonte de alimento e 

renda, possui uma extensa história de exploração com a instalação humana ao longo desses 

rios e a comercialização de sua carne, vísceras, gordura e ovos, o que resultou em populações 

esgotadas em toda a área de distribuição da espécie (SANTOS e FIORI, 2020; CARVALHO 

et al., 2020).   

Assim como todos os representantes de sua ordem, P. expansa apresenta a carapaça 

como instrumento de defesa e fuga de seus predadores, sendo esta achatada e mais larga na 

região posterior, característica que dá nome a espécie (ATAÍDES, 2020). Os adultos 

presentam coloração marrom, cinza ou verde-oliva enquanto que os filhotes e jovens possuem 

manchas amarelas na cabeça, que se tornam marrom-escuro com o avançar da idade (VOGT, 

2008; ATAÍDES, 2020). Em ambiente natural são predominantemente herbívoros e 

consomem grande variedade de frutos, sementes, flores, folhas e talos, sendo que a matéria 

vegetal pode representar mais de 90% de sua dieta (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). 

Itens de origem animal, como por exemplo, insetos, crustáceos e pequenos peixes, geralmente 

são consumidos em pequenas quantidades (IBAMA, 1989; BALENSIEFER e VOGT, 2006; 

MALVASIO et al., 2003; VOGT, 2008). Em cativeiro essa espécie pode ser onívora e 

oportunista, consumindo alimento animal quando disponível (ATAÍDES, 2020). 

A espécie Podocnemis expansa pode chegar a medir 107 cm de comprimento de 

carapaça e pesar 90kg, e se caracteriza por apresentar baixa capacidade de crescimento 

populacional, alta longevidade e maturidade sexual tardia (POUGH, et al. 2003; ATAÍDES, 

2020). O desenvolvimento desses animais é influenciado pela temperatura, trocas gasosas e 

hídricas (POUGH et al., 2008). Sabe-se ainda que a própria determinação sexual depende de 

tais condições (MALVASIO, 2001). Durante a estação chuvosa, quando os rios transbordam, 

indivíduos de todas as faixas etárias vão para lagos e florestas inundadas a procura de 

alimento (PRITCHARD; TREBBAU, 1984; IVERSON, 1992). No período de seca, juvenis e 

sub-adultos tendem a permanecer nesses locais, enquanto os indivíduos adultos retornam ao 

leito dos rios, especialmente para as áreas onde se formam as praias, onde se reproduzem 

(VOGT, 2008; ATAÍDES, 2020). 
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Há uma sincronização entre a vazante dos rios da Amazônia e o desencadeamento do 

início do período reprodutivo de P. expansa (VOGT, 2008; ATAÍDES, 2020). Quando as 

águas dos rios atingem seus níveis mais baixos, as fêmeas formam grandes grupos em 

algumas poucas praias e desovam coletivamente (RUEDA-ALMONACID et al., 2007; 

ATAÍDES et., 2021). A nidificação ocorre preferencialmente nas praias após a meia-noite em 

grupo de centenas e até milhares de animais (DUPRE et al., 2007, SALERA JÚNIOR et al., 

2009). As fêmeas sobem as praias, caminham lentamente pela areia, escavam um ninho 

profundo e depositam em média 100 ovos de formato esférico e casca flexível dentro das 

câmaras (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Após sua oviposição, as fêmeas fecham os 

ninhos e retornam para o rio (VANZOLINI, 1967; ALHO e PÁDUA, 1982, PRITCHARD e 

TREBBAU, 1984). Após um período de incubação que varia de 36 a 75 dias, dependendo da 

localidade, os filhotes rompem a casca dos ovos, saem do ninho e se deslocam até o rio 

(ERNST e BARBOUR, 1989; FERREIRA JUNIOR e CASTRO, 2003; ATAÍDES, 2020). 

Em consequência da excessiva exploração de suas populações naturais e da constante 

degradação de seu habitat, P. expansa está classificada como espécie quase ameaçada de 

extinção pelo Ministério do Meio Ambiente brasileiro (VOGT et al., 2015; ICMBio, 2018; 

ATAÍDES et al., 2021). Na Lista Vermelha da União Internacional para a Conservação da 

Natureza e dos Recursos Naturais, a espécie é classificada como de baixo risco de extinção, 

mas dependente de ações de conservação (IUCN, 2018); e está listada no Apêndice II da 

Convenção sobre Comércio Internacional das Espécies da Fauna e Flora Selvagens 

Ameaçadas de Extinção, tendo seu comércio sujeito a controle e regulamentação rigoroso 

(CITES, 2017). 

A grande predação de Testudines ocorrida entre os anos de 1960 e 1970 alarmou o 

Governo Federal Brasileiro, que em 1979, estabeleceu o Projeto de Proteção e Manejo de 

Quelônios da Amazônia (ROCHA, 2011). Esse projeto de proteção é coordenado desde 1989 

pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) e 

visa recuperar e proteger áreas de reprodução, e por meio de estratégias de manejo, aumentar 

o sucesso reprodutivo das espécies de tartarugas, especialmente de P. expansa 

(CANTARELLI, 2006; BANZAN, 2008).  

Alguns estudos já relataram efeitos tóxicos da exposição à agrotóxicos em 

Podocnemis expansa como redução na taxa de eclosão e nos níveis de fósforo e gordura total 

da casca de ovos expostos a parationa-metílica (35, 350 e 3500µg/L- VALDES et al. 2015), 

redução do número de ossículos esclerais e a presença de ossículos rudimentares e lacunas em 

embriões de P. expansa expostos a atrazina (2, 20 ou 200μg/L - CARNEIRO et al., 2019) e 
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alterações na morfometria eritrocitária em juvenis expostos in ovo à diferentes concentrações 

de glifosato, atrazina e fipronil (65 e 6500µg/L; 2 e 200µg/L; 4 e 400µg/L, respectivamente- 

DE-OLIVEIRA et al. 2020). No entanto, são ainda escassas as informações sobre os reais 

impactos biológicos advindos da exposição indireta dos agrotóxicos glifosato e fipronil, 

isolados ou em associação, na saúde dessa espécie e no meio ambiente que habitam. 

 

1.4. Biomarcadores 

 

No que se refere aos fatores químicos, a detecção precoce de uma intensa exposição 

pode diminuir significativamente a ocorrência de efeitos adversos na saúde animal 

(AMORIM, 2003). Por meio de informações provenientes da monitorização da exposição 

ambiental, há a possiblidade de implantação de medidas de prevenção e controle apropriadas, 

sendo necessários a definição dos níveis permissíveis de exposição e a avaliação regular dos 

seus possíveis riscos à saúde (BERNARD e LAUWERYS, 1986; AMORIM, 2003).  Essa 

exposição pode ser avaliada por meio da concentração do agente químico em amostras 

ambientais, como o ar (monitorização ambiental), ou através da medida de parâmetros 

biológicos (monitorização biológica), denominados biomarcadores (AMORIM, 2003). 

O termo biomarcador ou marcador biológico sintetiza o estudo das respostas 

biológicas aos contaminantes, e pressupõe o conceito de vigilância biológica, que tem a 

finalidade de sinalizar precocemente possíveis efeitos capazes de comprometer a manutenção 

de funções vitais desde o indivíduo até populações (ROMÉO e GIAMBÉRINI, 2012; MELO, 

2015). Vários são os parâmetros biológicos que podem ser alterados como consequência da 

interação entre o agente químico e o organismo, entretanto, a determinação quantitativa destes 

parâmetros usados como biomarcadores só é possível se existir correlação com a intensidade 

da exposição e/ou o efeito biológico da substância (AMORIM, 2003). 

O biomarcador deve ser específico, preciso, válido e sensível, e dependendo da 

finalidade do estudo e do tipo da exposição química, podem ser usados para vários propósitos, 

dentre eles para avaliação da exposição (quantidade absorvida ou dose interna), dos efeitos 

das substâncias químicas e da suscetibilidade individual (AMORIM, 2003; GUPTA, 2014; 

SILVA, 2016). Além disso, podem ser utilizados independentemente da fonte de exposição, 

seja através da dieta ou do meio ambiente geral (WHO, 1993). Sua sensibilidade, 

característica importante para a relevância do biomarcador, refere-se à capacidade para 

mostrar diferenças marcadas mesmo após níveis sutis de exposição toxicológica, devendo esta 

ser suficiente para fornecer informações sobre diferenças existentes em populações 
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provenientes de regiões distintas e em diversos intervalos de tempo (variações sazonais e 

variações ao longo do tempo) (RYAN et al., 2007; SOGORB et al., 2014; SILVA, 2016). 

Outras características desejáveis a um biomarcador ideal incluem sua confiança e persistência, 

a sua presença numa fração importante da população, uma distribuição espacial alargada e 

uma ocorrência temporal adequada (RYAN et al., 2007; SILVA, 2016). 

A aplicação de biomarcadores em um cenário real de avaliação ambiental, como em 

estudos in situ, utilizando espécies aclimatadas em laboratório, introduz diversos fatores 

(variações de temperatura, pH e oxigênio, presença de múltiplas fontes de compostos) que 

estão ausentes em estudos em laboratório devido à manutenção de condições controladas, e 

oferecem maior robustez ecológica aos resultados (HANSON e LARSSON, 2011; 

KERAMBRUN et al., 2011; MILLER et al., 2014; MELO, 2015). Estes estudos geralmente 

são de curta duração e promovem respostas rápidas sobre a qualidade da água e/ou sedimento 

com uma boa relação custo/eficácia (CASTRO et al., 2004).  

O desenvolvimento e aplicação de biomarcadores para uso em ecotoxicologia e 

avaliação de risco ecológico aumentou acentuadamente nos últimos anos, sendo atribuídas 

diversas definições de sua abordagem ao longo da história (GIL e PLA, 2001; FORBES et al., 

2006; MELO, 2015).  McCarthy e Shugart (1990) restringiu a aplicação do termo 

biomarcador a medidas a nível molecular, bioquímica ou celular em organismos expostos. 

Mais tarde, Depledge (1994) contribuiu para a abrangência do termo, elevando o nível 

hierárquico de organização biológica ao acrescentar medidas em relação ao comportamento 

individual dos organismos. Redefinições restringindo o termo apenas a medidas bioquímicas 

não foram bem aceitas pela comunidade científica (VAN DER OOST et al., 2005), que alegou 

a preocupação em não negligenciar outras respostas como fisiológicas e comportamentais, 

que podem ser utilizadas em avaliações de risco envolvendo uma mudança de escala de 

organização biológica de indivíduos para a população (ROMÉO e GIAMBÉRINI, 2012; 

MELO, 2015). 

Atualmente, os biomarcadores são classificados funcionalmente como de exposição, 

de efeito e de suscetibilidade (CAJARAVILLE et al., 2000; MELO, 2015). De acordo com 

Amorim (2003), os biomarcadores de exposição podem ser usados para confirmar e avaliar a 

exposição individual ou de um grupo, para uma substância em particular, estabelecendo uma 

ligação entre a exposição externa e a quantificação da exposição interna. Os de efeito podem 

ser usados para documentar as alterações pré-clínicas ou efeitos adversos à saúde decorrentes 

da exposição e absorção da substância química. Dessa forma, a ligação dos biomarcadores 

entre exposição e efeitos contribui para a definição da relação dose-resposta. Já os 
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biomarcadores de suscetibilidade permitem elucidar o grau de resposta da exposição 

provocada nos indivíduos. 

As estratégias adotadas para a avaliação de risco ecológico devem considerar o tipo e 

dinâmica do ambiente, além dos possíveis contaminantes cujos efeitos e exposição serão 

investigados, uma vez que as respostas biológicas e mecanismos de ação irão variar em 

função destes fatores (MELO, 2015). No caso de ambientes estuarinos e costeiros, áreas 

geralmente com significativa influência de atividades poluidoras, um das classes de 

contaminantes aquáticos mais frequentes e em concentrações potencialmente perigosas são os 

agrotóxicos (ZANARDI et al., 1999; ALBERS, 2003; MELO, 2015). Neste sentido, a 

avaliação destas respostas aos contaminantes aquáticos ganha uma abordagem ainda mais 

ampla quando são utilizadas espécies sentinelas ou residentes (MELO, 2015). 

Possuindo importante papel como organismos bioindicadores, as espécies sentinelas 

são utilizadas para detecção precoce da presença e da toxicidade de poluentes no ambiente e 

se baseia no conceito de que, após a introdução de tais substâncias, os primeiros efeitos são 

observados ao nível do organismo, afetando posteriormente a população, a comunidade, e em 

última análise, o ecossistema como um todo (BERTHET, 2012; MELO, 2015). Mesmos 

afetados, estes organismos tem capacidade de permanecer em um ambiente pouco favorável e 

assim, revelar alterações que vão desde a bioacumulação e bioconcentração das substâncias 

em tecidos e fluidos corpóreos, alterações nos parâmetros biológicos em vários níveis de 

organização biológica (molecular, celular, fisiológica, individual, etc.), que conduzam ao 

comprometimento da sua capacidade reprodutiva e sobrevivência, e a potenciais perturbações 

da estrutura e funcionamento do ecossistema em longo prazo (BAYNE et al., 1985; 

BERTHET, 2012; MELO, 2015). Ao possibilitar a identificação precoce destes distúrbios, as 

espécies sentinelas elevam as chances de que as respostas biológicas sejam atenuadas ou 

revertidas, observadas a partir dos biomarcadores, e também aumentam a oportunidade de 

definir a fonte de contaminação (VAN DER OOST et al., 2003; MELO, 2015). 

 

1.5. Objetivos Gerais 

 

Tendo em vista a importância de trabalhos referentes à exposição de contaminantes em 

répteis, sobretudo em Testudines, e seus possíveis efeitos nesses organismos, nesta tese de 

doutorado analisou-se, por meio de múltiplos biomarcadores, os possíveis efeitos da 

contaminação dos agrotóxicos glifosato e fipronil durante o desenvolvimento pré-eclosão de 

Podocnemis expansa. Para isto, foram definidos os seguintes objetivos específicos: 
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1. Investigar a viabilidade dos ovos, o crescimento dos animais (biomassa corpórea) e 

malformações embrionárias em exposição de embriões de P. expansa incubados em substrato 

contendo diferentes concentrações das formulações comerciais glifosato e/ou fipronil.  

 

2. Identificar possíveis alterações na matéria seca (MS) e mineral (MM), proteína bruta (PB), 

nitrogênio (N) e extrato etéreo (EE) das cascas dos ovos de P. expansa incubados em 

substrato expostos a diferentes concentrações de glifosato e/ou fipronil.  

 

3. Investigar os potenciais efeitos mutagênico, hepatóxico e neurotóxico em neonatos de P. 

expansa expostos a substrato contaminado com diferentes concentrações de glifosato e/ou 

fipronil durante incubação artificial. 

 

1.6. Hipótese 

 

A hipótese testada foi que a incubação de ovos de Podocnemis expansa em substrato 

poluido com diferentes concentrações de glifosato e/ou fipronil causa contaminação dos 

embriões e neonatos, interferindo em sua saúde e desenvolvimento.  
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Capítulo 2 - Delineamento experimental 

 

 Foram adotadas as seguintes metodologias para todos os experimentos realizados nesta 

presente tese:  

 

 2.1. Coleta dos ovos 

 

Em outubro dos anos de 2018 e 2019, cento e sessenta e um (161) e quarenta e nove 

(n=49) ovos de P. expansa, respectivamente, foram coletados no mesmo dia de diferentes 

praias de nidificação. A coleta ocorreu em praias arenosas previamente mapeadas ao longo 

das margens do rio Araguaia, na Área de Proteção Ambiental Meandros do Rio Araguaia 

(GO, Brasil) (13º 20' 38" S e 50º 38' 05" W). Essa área apresenta alta oxigenação, pH 

ligeiramente ácido, baixas concentrações de coliformes termotolerantes, turbidez e baixos 

teores de carbono orgânico total, nitrogênio e fósforo total (MUNIZ et al., 2020). Os ovos, 

oriundos do mesmo dia de postura, foram retirados dos ninhos e acondicionados para 

transporte, no mesmo dia de coleta, em caixas de papelão forradas com sacos plásticos 

contendo vermiculita umedecida com água na proporção de 2:1. Os ovos foram levados ao 

Laboratório de Ensino e Pesquisa de Animais Silvestres da Faculdade de Medicina 

Veterinária da Universidade Federal de Uberlândia (UFU, MG, Brasil) para incubação 

artificial (Figura 2-1). Todos os procedimentos foram autorizados pelo Comitê de Ética em 

Uso de Animais (CEUA) da UFU sob o registro n. 039/18 e pelo Sistema de Autorização e 

Informações sobre Biodiversidade (SISBIO-IBAMA), licença nº 65167-1/2018. 
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Figura 2-1: Área de reprodução de Podocnemis expansa. 1-  Em destaque a localização do Rio Araguaia, GO e 

da Universidade Federal de Uberlândia (UFU, MG), onde os ovos foram coletados e incubados, respectivamente. 

Distância entre os pontos de 854km. 2 - Área de Proteção Ambiental Meandros do Rio Araguaia, e identificadas 

por letras, as praias de nidificação da espécie. Fonte: Foto de satélite (GOOGLE) e ICMBio/MMA, Brasil, 2021. 

 

2.2. Incubação dos ovos 

 

Após a chegada ao laboratório, 24 horas após sua coleta, os ovos foram distribuídos 

aleatoriamente em bandejas plásticas (30 x 50 cm; 10 cm de profundidade) com 

aproximadamente 2kg de areia do local de coleta dos ovos, sendo 23 ovos por tratamento. 

Este número de ovos é justificado por possíveis perdas por infertilidade e prováveis “ovos de 

óleo” (CAUT et al., 2006). As bandejas foram então transferidas para incubadoras de isopor 

de 90L confeccionadas sob medida, equipadas com dois termostatos controlados por 

lâmpadas de 15W (Lumens 80LM). A temperatura e a umidade relativa das incubadoras 

foram avaliadas diariamente com um termohigrômetro digital e mantidas entre 28ºC e 31ºC e 

80 e 100%, respectivamente (VERDADE et al., 1992). A incubação foi conduzida em 

diferentes câmaras de incubação sob diferentes tratamentos.  

 

2.3. Protocolo experimental  
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Os produtos formulados Glifosato Atar 48® (Albaugh Agro Brasil Ltda, São Paulo, 

SP, Brasil) e Fipronil Regent® 800WG (BASF S.A., São Paulo, SP, Brasil) foram utilizados 

para a contaminação do substrato de incubação dos ovos. Os agrotóxicos foram diluídos em 

água destilada e incorporados ao substrato pulverizando-o com aproximadamente 100mL da 

solução a cada três dias. Essa exposição constante aos pesticidas teve como objetivo simular a 

contaminação da água por escoamento agrícola, independente dos efeitos residuais. Sendo 

assim, não foram determinados os níveis exatos de pesticidas no substrato de incubação.  

Duas concentrações de glifosato Atar 48 - 65µg/L (G1) e 6500µg/L (G2) - e de 

fipronil Regent 800WG - 4µg/L (F1) e 400µg/L (F2) foram utilizadas, assim como a 

combinação entre os dois agrotóxicos formulados em duas concentração: glifosato 65µg/L + 

fipronil 4µg/L (GF1) e glifosato 6500µg/L + fipronil 400µg/L (GF2). Essa combinação foi 

utilizada para analisar potenciais efeitos sinérgicos, a fim de simular corpos d'água contendo 

mais de um desses agroquímicos. Para o grupo controle, o substrato foi umedecido apenas 

com água destilada em mesmo volume dos grupos tratados. Ao final do experimento, infere-

se que as concentrações dos agrotóxicos aumentaram gradativamente sendo estas próximas a 

48,75 e 4875,00µg/Kg de areia para o glifosato e de 3 e 300µg/Kg para o fipronil (menores e 

maiores concentração, respectivamente) uma vez que a meia vida desses agrotóxicos em solo 

arenoso é em média de 26,7 para o glifosato 32 dias para o fipronil (BERGSTRÖM et al., 

2011; MANDAL e SINGH, 2013). 

A menor concentração de glifosato foi determinada de acordo com a Resolução do 

Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) nº 357/2005 que estabelece o valor 

máximo de contaminação em águas doce de Classe I. A menor concentração de fipronil 

testada foi selecionada de acordo com os valores de concentração letal média (CL50) 

disponíveis para diferentes espécies de peixes (USEPA, 1996; MANRIQUE e MACHADO 

NETO, 2008; CELLA, 2009), uma vez que não são conhecidos valores de referência para 

répteis e nem limites de detecção desse composto estabelecido na legislação brasileira. Esse 

limite máximo é ecologicamente relevante, pois estudos prévios demonstraram que em águas 

superficiais, concentrações muito superiores são identificadas, as quais já são capazes de 

induzirem efeitos toxicológicos na biota (CARLES et al., 2019). As concentrações máximas 

de glifosato e fipronil foram determinadas com o intuito de simular uma alta poluição e 

representam uma concentração 100 vezes maior do que aquela prevista na resolução 

CONAMA nº 357/2005. Dessa forma, optou-se por simular dois cenários: um otimista com as 

menores concentrações, e outro altamente pessimista, que seriam próximas a áreas agrícolas. 
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Capítulo 3 - Exposição in ovo a formulações comerciais de glifosato e fipronil retarda o 

crescimento e altera o desenvolvimento ósseo de embriões de Tartarugas-da-Amazônia 

(Podocnemis expansa, Testudines) 

 

Resumo: 

Os agrotóxicos são amplamente utilizados na produção agrícola e podem afetar 

direta/indiretamente tanto a flora, quanto a fauna. Entre os animais, os organismos aquáticos, 

incluindo os répteis, são especialmente susceptíveis aos efeitos das contaminações. Nesse 

contexto, objetivou-se testar a hipótese de que a incubação de ovos de Podocnemis expansa 

em substrato contendo glifosato e fipronil altera a viabilidade dos ovos, interfere no 

crescimento dos animais e induz malformações ósseas. Para isso, ovos coletados no ambiente 

natural foram incubados artificialmente em areia umedecida com água contendo glifosato 

Atar 48 nas concentrações de 65µg/L (G1) ou 6500µg/L (G2) e fipronil Regent 800WG a 

4µg/L (F1) ou 400µg/L (F2), ou a associação de ambos os pesticidas. A exposição combinada 

se deu a partir de 65µg/L de glifosato e 4µg/L de fipronil (GF1) e 6500µg/L de glifosato com 

400µg/L de fipronil (GF2). Os resultados do presente estudo demonstram que a exposição aos 

agrotóxicos testados, isoladamente ou em combinação, não afetou a viabilidade dos ovos. No 

entanto, os embriões dos grupos tratados apresentaram menor biomassa corporal e retardo no 

desenvolvimento. Além disso, malformações ósseas no anel ossicular escleral identificadas 

em embriões amostrados no 44º dia de incubação também foram observadas em indivíduos 

expostos a F1, F2 e ao GF1. Logo, isso sugere que os agrotóxicos testados interferem 

negativamente na organogênese do modelo estudado. Em conclusão, o presente estudo 

confirma a hipótese de que a incubação dos ovos em substrato poluído com glifosato e 

fipronil interfere no crescimento embrionário de P. expansa, bem como induz malformações 

ósseas, o que reforça o potencial risco ecotoxicológico dos agrotóxicos sobre a biologia da 

espécie estudada.  

Palavras-Chave: Agrotóxico, Ecotoxicologia, Malformações, Répteis, Ontogenia. 

  

3.1. Introdução 

 

O Brasil é o país líder no consumo de agrotóxicos e está, juntamente com China, 

Estados Unidos e União Europeia, entre os maiores fabricantes de pesticidas agrícolas do 

mundo (Zhang, 2018; Faber, 2020). Em 2020, o Ministério da Agricultura do Brasil aprovou 

o registro de 493 agrotóxicos anteriormente não certificados, o maior número já documentado 
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pelo Ministério da Agricultura (Diário Oficial da União, 2021). Esse volume é 4% superior ao 

do ano de 2019, quando foram liberados 474 pesticidas, um recorde até então (Diário Oficial 

da União, 2019).  

Grande parte dos agrotóxicos utilizados no Brasil são direcionados à agricultura, onde 

desempenham um papel crucial na melhoria da produção e produtividade agrícola (Fernandes 

et al., 2020). No entanto, de acordo com estimativas globais, apenas 1% do volume aplicado 

atinge o organismos-alvo, sendo que os 99% restantes permanecem no solo, atmosfera, água, 

sendo eventualmente absorvido por organismos não-alvo (Zhang et al. 2011; Lima et al., 

2019). 

Animais terrestres e aquáticos podem ser expostos aos agrotóxicos de diferentes 

maneiras, seja por meio de contato com aerossóis durante a aplicação em lavouras (Chambers 

e Carr, 1995), ingestão (Rich e Talent, 2009) ou pela exposição direta ao solo contaminado. 

Em organismos aquáticos, a exposição aos agrotóxicos pode ocorrer pela dispersão dos 

produtos na água (Lind et al., 2004). Contudo, alguns grupos, como os répteis aquáticos, a 

exposição também pode ocorrer via solo ou bancos de areia contaminados, uma vez que 

muitas espécies depositam seus ovos em substratos terrestres, especialmente nas margens de 

rios ou praias (Ji et al., 2016; Hirano et al., 2019). Isso é particularmente preocupante por três 

razões principais: 1) as cascas de ovos de répteis são notoriamente permeáveis (Marco et al., 

2004; Valdes et al., 2015); 2) o tempo de incubação pode ser bastante dilatado, estendendo o 

tempo de exposição (Gomes e Ferreira Júnior, 2011; Magalhães, 2017), e 3) o 

desenvolvimento embrionário é um período muito sensível às perturbações físico-químicas 

(Bell et al., 2003; Packard et al., 2000), que podem interferir deleteriamente na viabilidade e 

organogênese do organismo. 

O glifosato e o fipronil se destacam entre os agrotóxicos mais utilizados no Brasil e no 

mundo (Simon-Delso et al., 2015; Beckie et al., 2020). Ambos têm sido associados à 

malformações viscerais e esqueléticas e alterações moleculares em diferentes espécies 

animais. O glifosato é capaz, por exemplo, de causar distúrbios comportamentais e 

morfológicos em Danio rerio (0,065 e 0,5mg/L - Bridi et al., 2017), malformações 

craniofaciais e oculares em Xenopus laevis (5mg/L - Bonfanti et al., 2018), danos ao DNA de 

Salvator merianae (100μg/ovo - Schaumburg et al. 2016) e estresse oxidativo em Trachemys 

scripta elegans (30mg/L - Héritier et al., 2017). Já o fiponil promove aumento da mortalidade 

e redução na taxa de eclodibilidade e comprimento corporal em D. rerio (2,5, 7,5 e 15mg/L - 

Park et al.2020), efeitos teratogênicos e mortalidade em Silurana tropicalis (0,35-3,50 mg/L – 

Saka e Tada, 2021), alterações genotóxicas e melânicas em Lithobates catesbeianus (0,04, 
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0,08, 0,4mg/L – Santos et al., 2021) e redução da atividade alimentar, peso corporal e da 

proporção fígado e/ou gordura corporal de Acanthodactylus dumerili (30μg/g de peso corporal 

-  Peveling e  Demba, 2003). 

Grande parte dos estudos que investigam o impacto dos agrotóxicos em ecossistemas 

aquáticos têm se concentrado principalmente em pesticidas individuais (Muturi et al., 

2017). Habitats aquáticos, no entanto, costumam estar embutidos dentro e ao redor de terras 

agrícolas e são frequentemente expostos a vários diferentes pesticidas que podem coexistir no 

meio ambiente (Muturi et al., 2017; Hirano et al., 2019). De acordo com Mansano (2020), 

interações entre os componentes de uma mistura pode levar a efeitos aditivos ou causar maior 

(sinergismo) ou menor toxicidade (antagonismo) para os organismos. Estudos com 

combinação de agrotóxicos, como os herbicida glifosato e atrazina já constataram 

modificações reprodutivas em peixes marinhos (1-100μg/L, expostos por 42 dias - Le Mer et 

al., 2013) e misturas de herbicidas (atrazina, glifosato) e inseticidas (malatião, carbaril, 

permetrina) induziram mudanças na diversidade e na estrutura da comunidade microbiana (20 

mg/L expostos 3 e 7 dias - Muturi et al., 2017). Em estudo com répteis, a associação de 

herbicidas ocasionou aumento de malformações embrionárias em P. unifilis com exposição ao 

glifosato e atrazina (65 ou 6500μg/L e/ou 2 ou 200μg/L, respectivamente -Hirano et al., 

2019).  

Com exceção do estudo de De-Oliveira et al. (2020), no qual foi relatado alterações na 

morfometria eritrocitária em juvenis expostos in ovo à diferentes concentrações de glifosato, 

atrazina e fipronil, pouco se sabe sobre os efeitos do glifosato e fipronil em outras espécies de 

testudíneos, tais como Podocnemis expansa. A referida espécie é também conhecida 

popularmente como tartaruga-amazônica e apresenta-se distribuídas em baías de grandes rios, 

como os das bacias do Amazonas, Araguaia e Tocantins (IUCN, 2011). É o maior Testudines 

de água doce da América do Sul e é classificada como espécie quase ameaçada de extinção 

pelo Ministério do Meio Ambiente brasileiro devido à predação humana e à instalação de 

bacias hidrográficas, que levam ao seu declínio populacional (Vogt et al., 2015). Assim, 

visando expandir o conhecimento sobre os fatores que podem afetar a saúde desses animais, 

objetivou-se investigar os impactos biológicos advindos da exposição in ovo de embriões de 

P. expansa incubados em substrato contendo diferentes concentrações de glifosato e fipronil. 

Supõe-se que tais agrotóxicos alteram a viabilidade dos ovos, interferem no crescimento dos 

animais (inferido pelo aumento da biomassa corpórea), bem como induz malformações 

embrionárias.  
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3.2. Material e Métodos 

 

3.2.1. Coleta de materiais biológicos  

O dia 0 (zero) foi considerado a partir da colocação dos ovos nas incubadoras. As 

coletas de todos os embriões foram realizadas no 44º dia de incubação, quando apenas o 

grupo controle iniciou a eclosão. Os demais grupos que foram expostos aos agrotóxicos 

apresentaram atraso em sua eclosão. Os embriões foram eutanasiados com sobredose de 

tiopental sódico (Thiopentax®, Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., Itapira, SP, 

Brasil), administrado por via intracelomática (CONCEA, 2018). Após a eutanásia, os 

embriões foram preservados em formaldeído 3,7%. 

 

3.2.2. Viabilidade dos ovos e massa corpórea dos embriões  

O número de ovos contendo embriões foi contabilizado para todos os tratamentos aos 44 

dias de incubação. Com estes dados foi calculado a porcentagem de viabilidade dos ovos, 

definido como a razão entre o número de embriões e o número total de ovos em cada 

incubadora, sendo descartados os ovos não fecundados e atrésicos (ovos fecundados, mas sem 

desenvolvimento) (modificado de Simoncini et al., 2019). A massa corporal dos embriões foi 

determinada nesta mesma ocasião por meio de indivíduos viáveis com a utilização de balança 

com precisão de 1g. 

 

3.2.3.  Análise morfológica de cartilagem e osso 

 Para análise do desenvolvimento do esqueleto e a ocorrência de malformações, 16 

embriões de cada grupo experimental, selecionados aleatoriamente, foram submetidos à 

diafanização por hidróxido de potássio (KOH), seguido por coloração de osso e cartilagem 

com Alizarina red S e Alcian blue, respectivamente (Davis e Gore, 1936; Dingerkus e Uhler, 

1977). A terminologia adotada foi de acordo com Franz-Odendaal (2020) para os ossículos 

esclerais, e Vieira (2008) para as estruturas esqueléticas. 

 O desenvolvimento do esqueleto após a diafanização foi avaliado por meio dos 

parâmetros descritos por Lorke (1977), adaptados para Testudines, que consistem em 

investigar as seguintes malformações: ausência de ossos ou partes deles; encurtamento, 

flexões, torções e ondulação óssea; fendas ou formação de estruturas extras; e alterações no 

anel ossicular, como ausência, formato irregular, ossículo rudimentar e fusão dos ossículos 

(Figura 3-1). Adicionalmente, quanto ao atraso no processo de ossificação, analisou-se: 

ausência de centros de ossificação em elementos do esqueleto; formato e tamanho dos ossos 
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que correspondem a um estágio anterior de desenvolvimento; e a presença de fontanelas mais 

extensas e incompletas dos ossos do crânio, carapaça e plastrão. 

 

 

Figura 3-1: Imagem esquemática do anel ossicular escleral de Testudines: A) Anel ossicular escleral formado 

por vários ossículos da esclera (so) com suas bordas sobrepostas (ov) aos ossículos adjacentes. B) Anel ossicular 

com presença de malformações de ausência de ossículo (ao), formato irregular (is), fusão de ossículos (fo) e 

ossículo rudimentar (r). 

 

3.2.4. Técnica histológica 

Os ossículos da esclera foram coletados e fixados em formaldeído 10% tamponado 

com fosfato (0,1M, pH 7,2) por 24 h, seguido da adição em álcool 70%, após o que foram 

submetidos ao processo de inclusão em parafina. A seguir, os blocos foram cortados 

frontalmente (5µm de espessura), depositados em lâminas microscópicas e corados com 

hematoxilina e eosina para avaliação de possíveis alterações ósseas, seguindo o protocolo 

descrito por Behmer et al. (1976). Os cortes foram analisados em microscopia óptica e 

fotografados com o auxílio do software Leica Las EZ (versão n. 3.4.0).   

 

3.2.5. Análise estatística 

A viabilidade dos ovos foi analisada por meio da proporção esperada observada no 

grupo controle pelo teste binomial para duas proporções, utilizando o software Bioestat 5.3 

(Ayres et al., 2007). A comparação entre as biomassas corpóreas e frequência média de 

malformações nos ossículos da esclera dos diferentes grupos foram realizadas utilizando o 

teste Kolmogorov-Smirnov para analisar a normalidade dos dados, em sequência o teste não 
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paramétrico de Kruskal-Wallis, com pós-teste de Dunn, por meio do software SYSTAT 10.2 

(Wilkinson, 1990). Para todas as análises, as diferenças foram consideradas significativas ao 

nível de 5% de significância. A confecção das figuras foi realizada por meio do software 

CorelDraw 2018 (64-Bit) e os gráficos foram traçados no Microsoft Excel 2013.  

 

3.3. Resultados e Discussão  

 

3.3.1. Impacto do fipronil e glifosato na viabilidade dos ovos e biomassa corpórea dos 

indivíduos de P. expansa. 

 

3.3.1.1. Viabilidade dos ovos  

As primeiras eclosões de P. expansa ocorreram no grupo controle no 44º dia de 

incubação, sendo a duração da incubação um pouco menor que os 47 a 64 dias relatados para 

a espécie em ambiente natural (Gomes e Ferreira Júnior, 2011; Magalhães, 2017; Simoncini et 

al., 2019). Outros trabalhos relataram um período de incubação de 51 à 63 dias para ovos de 

P. expansa expostos a parationa metílica (35, 350 e 3500µg/L- Valdes et al. 2015), atrazina (2 

e 20µg/L- Carneiro et al. 2019), e glifosato, atrazina e fipronil (65 e 6500µg/L; 2 e 200µg/L; 4 

e 400µg/L, respectivamente- De-Oliveira et al. 2020). Essa variação provavelmente reflete 

diferenças na temperatura de incubação entre os diferentes estudos, uma vez que o 

desenvolvimento embrionário em répteis é altamente influenciado pela temperatura (Deeming 

e Ferguson, 1988; Carneiro 2012). Neste estudo, todos os ovos foram coletados no dia da 

postura nas praias de desova. Além disso, a temperatura de todos os tratamentos foi verificada 

diariamente e permaneceu em média 30 ± 0,06°C (média ± erro padrão da média). 

 A média de ovos viáveis por tratamento foi de 86 ± 0,03% (média ± erro padrão da 

média), com variação de 100% para G1 a 69,6% em relação ao grupo F2 (Figura 3-2). Não 

houve diferença estatística entre os grupos tratados (mid-p-value = 0,37), portanto a exposição 

aos agrotóxicos não afetou o número de embriões desenvolvidos. Apesar do experimento ter 

sido realizado com os embriões, acredita-se que a média de ovos viáveis seria similar a taxa 

de eclosão caso esta acontecesse. Sendo assim, nossos resultados seriam intermediários aos 

encontrados por Alves-Júnior et al. (2012) e Ribeiro e Navarro (2020) em que verificaram 

uma média de eclosão de 94,63% e 73,98% para P. expansa em ninhos naturais e 

transplantados, respectivamente. 
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Figura 3-2: Viabilidade de ovos de Podocnemis expansa expostos ou não ao glifosato e fipronil (isoladamente 

ou em combinação) em incubação artificial. Os tratamentos não diferem significativamente ao nível de 0,05 pelo 

Teste Binomial: duas proporções. Tratamentos: G1- glifosato 65µg/L; G2- glifosato 6500µg/L; F1- fipronil 

4µg/L; F2- fipronil 400µg/L; GF1- glifosato 65µg/L associado ao fipronil 4µg/L; GF2- glifosato 6500µg/L 

associado ao fipronil 400µg/L. 

 

3.3.1.2. Biomassa corpórea  

A exposição aos agrotóxicos foi acompanhada por ausência no ganho de biomassa 

corporal dos embriões em comparação ao grupo controle (H= 61.602, p≤0,001, Figura 3-3). A 

biomassa corporal apresentou os menores valores para o tratamento G2, F1 e GF1 (35,10%, 

33,12% e 31,91% menor que o observado no grupo controle, respectivamente).  
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Figura 3-3: Biomassa corporal, em gramas (g), de embriões de Podocnemis expansa expostos ou não ao 

glifosato e fipronil (isoladamente ou em combinação) em incubação artificial. Os tratamentos com letras distintas 

diferem significativamente a 0,05 pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Tratamentos: G1- glifosato 65µg/L; 

G2- glifosato 6500µg/L; F1- fipronil 4µg/L; F2- fipronil 400µg/L; GF1- glifosato 65µg/L associado ao fipronil 

4µg/L; GF2- glifosato 6500µg/L associado ao fipronil 400µg/L. 

 

A biomassa corporal estatisticamente inferior nos grupos tratados também é 

evidenciada pela técnica de diafanização de ossos e cartilagem, a qual revela atraso no 

desenvolvimento desses embriões. Essa menor biomassa pode estar associada à menor 

incorporação de água pelo embrião devido às mudanças na composição química da casca 

causadas pela sorção dos agrotóxicos, visto que ambos os poluentes apresentam elevada 

capacidade de adsorção em solo arenoso (coeficiente de adsorção de 884mL/g e 1150mL/g 

para o glifosato e fipronil, respectivamente) (USEPA, 2005; EFSA 2015). Essa hipótese é 

corroborada por Valdes et al. (2015) que encontraram alterações no nível de fósforo e gordura 

total na casca de ovos de P. expansa expostos ao produto técnico parationa metílica (35, 350 e 

3500µg/L) em dose única no início da incubação. De acordo com Packard et al. (1980), o 

aumento da gordura total reduz o transporte de água pela casca, e essa menor absorção pode 

afetar o desenvolvimento do embrião.  

 

3.3.2. Efeitos dos agrotóxicos nas alterações ósseas dos indivíduos de P. expansa. 

   

3.3.2.1. Esqueleto axial e apendicular 

A ossificação no grupo controle mostrou um progresso considerável em comparação 

com todos os demais grupos experimentais. Os grupos tratados individualmente ou em 

associação de agrotóxicos, apresentaram fontanelas cranial (Fcr), caudal (Fca) em estágio 

inferior de desenvolvimento, ossos costais (Co) e neurais (Ne) ainda não fundidos e centros de 

ossificação dos ossos nucal (Nu) e periféricos (Pr) retardatários, se comparados com o grupo 

controle (Figura 3-4). É possível verificar ainda nos grupos expostos, a presença de fontanela 

nos ossos do crânio, bem como membros torácicos e pelvinos com ossos do carpo e tarso em 

início de desenvolvimento e/ou ausentes (Figura 3-5). Não foi observado outras malformações 

como formação de estruturas extras, encurtamento, flexões, torções e ondulação óssea.  

Os embriões não expostos a pesticidas foram enquadrados no estágio 26 de 

desenvolvimento, enquanto que todos os embriões desenvolvidos em substrato contendo os 

agrotóxicos foram enquadrados no estágio 21 (Vieira 2008). Tendo em vista que a 

temperatura e a umidade da incubadora permaneceram iguais para todos os tratamentos, 
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infere-se que essa diferença observada no desenvolvimento ósseo se deve aos agrotóxicos 

testados.  

 

 

Figura 3-4: Embriões de Podocnemis expansa expostos ao glifosato e fipronil durante a incubação artificial, 

diafanizados por KOH e corados de vermelho de alizarina (ossos).  (A) e (B) Grupo controle, indivíduo em 

estágio 26; (C) e (D) Grupo glifosato 6500 µg/L; (E) e (F) Grupo fipronil 400 µg/L e (G) e (H) Grupo glifosato 

6500 µg/L associado ao fipronil 400 µg/L. (C-H) Indivíduos em estágio 21. Vista ventral e dorsal, 

respectivamente. Destaque para o retardo na ossificação das fontanelas cranial (Fcr) e caudal (Fca) dos grupos 

expostos aos agrotóxicos (C, E, G) em comparação com indivíduo do grupo controle (A).  Fusão dos ossos 

costais (Co) e neurais (Ne) presentes no indivíduo do grupo controle (B) e ausentes nos demais indivíduos dos 

grupos tratados (D, F, H). Ossos nucais (Nu) e periféricos (Pr) desenvolvidos no indivíduo do grupo controle (B) 

e retardatários nos demais indivíduos dos grupos tratados (D, F, H). Escala 5mm. 

 

O atraso no desenvolvimento ósseo em embriões de P. expansa expostos a 

contaminantes também pode causar danos locomotores, importantes para a sobrevivência da 
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espécie. Resultados semelhantes foram obtidos em estudos realizados com outros répteis, que 

também constataram que embriões de Salvator merianae expostos a glifosato 2% em 

incubação artificial apresentaram redução na taxa de crescimento (Mestre et al., 2019) e que 

indivíduos de Podarcis muralis expostos ao mesmo herbicida (360g/L em intervalos de 7 a 10 

dias) apresentaram alterações em sua aptidão física, além de absorção dérmica e oral dos 

agrotóxicos com o aumento da exposição (Mingo et al., 2017). Com relação ao fipronl, o 

mesmo foi considerado um dos potenciais envolvidos no declínio e extinção de quatro 

espécies de répteis na ilha Christmas, no Oceano Índico, acarretando, além de redução de 

alimentos, morte por envenenamento pela ingestão direta do composto (Emery et al. 2021).  

 

 

Figura 3-5: Retardo no desenvolvimento ósseo de Podocnemis expansa expostos ao glifosato e fipronil durante 

incubação artificial, diafanizados por KOH e corados de vermelho de alizarina (ossos). (A, B e C) Indivíduos 

Controle; (D, E e F) Indivíduos Tratados. (D) Ossificação nos ossos do crânio com a presença da fontanela (seta) 

no embrião do grupo tratado exposto ao glifosato 6500µg/L associado ao fipronil 400µg/L; (E) Membros 

torácicos esquerdos com destaque para os ossos do carpo ainda em início de desenvolvimento (seta) em grupo 

exposto ao fipronil 4µg/L. (F) Membros pelvinos direitos com destaque para os ossos do tarso em estágio 

retardatário de desenvolvimento (seta) em grupo exposto ao glifosato 6500µg/L associado ao fipronil 400µg/L. 

Escala 5mm. 

 

O esqueleto, no caso dos répteis, é um importante bioindicador em estudos 

ecotoxicológicos, uma vez que o período de organogênese das estruturas esqueléticas é longo 

e com origens distintas do mesênquima (Noden, 1988). Por envolver várias etapas para a 

formação do molde cartilagíneo, caracterizado por padrões temporais específicos e com 
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mudanças ocorrendo em períodos previsíveis, possíveis perturbações nesta série de 

acontecimentos, como fatores externos físicos ou químicos, resultam em defeitos ósseos 

(Wilkie et al., 2003). 

No ambiente natural o atraso no desenvolvimento ósseo pode causar danos 

significativos à espécie, visto que os ovos de P. expansa eclodem, comumente, em novembro 

e dezembro, justamente antes da cheia do rio e, consequentemente, do alagamento das praias 

(Simoncini et al., 2019). Com o retardo no desenvolvimento dos embriões, sua eclosão 

poderia coincidir com o aumento do volume dos rios e consequentemente com a inundação 

das praias, ocasionando a morte dos filhotes por afogamento dentro das câmaras dos ninhos 

(Eisemberg et al., 2016; Norris et al., 2020). Outro possível agravante é que esse retardo no 

desenvolvimento resultaria em um maior tempo de exposição a produtos químicos, o que 

pode causar sérios prejuízos para a espécie, diminuir o número de indivíduos e aumentar o 

risco de extinção. De acordo com López González et al. (2017), filhotes menores têm menor 

chance de sobrevivência durante seus primeiros anos, afetando assim o dinâmica populacional 

da espécie. Portanto, compreender as consequências da exposição a pesticidas e os níveis 

causais de exposição durante os períodos críticos de desenvolvimento embrionário é de suma 

importância.  

 Assim como no presente estudo, a literatura relata que a contaminação in ovo aos 

agrotóxicos pode comprometer o desenvolvimento embrionário de répteis (Carneiro et al., 

2019; Hirano et al., 2019; Mestre et al., 2019).  No entanto, não se sabe se essa exposição 

pode ocasionar prejuízo na vida adulta desses animais. Além disso, outras alterações 

biológicas como efeitos neurotóxicos, hepatotóxicos, genotóxicos, mutagênicos, citotóxicos e 

reprodutivos foram relatados para a classe (Wang et al.,2016; Schaumburg et al., 2016; De-

Oliveira et al. 2020), o que alerta para a necessidade de inclusão dos répteis para avaliação de 

risco de pesticidas, afim de realizar o seu uso responsável e melhorar as práticas de 

conservação.  

 

3.3.2.2. Anel ossicular escleral 

A exposição aos agrotóxicos afetou a ossificação dos ossículos da esclera, levando à 

consequente alteração do anel ossicular escleral com diferentes malformações. Os ossículos 

esclerais formam uma estrutura resistente que preserva a forma do globo ocular sob pressão 

externa e auxilia na acuidade visual (Carneiro et al., 2019). Os tipos de malformações 

encontrados nos ossículos esclerais foram ausência (ao), formato irregular (is), fusão (fo) e 
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ossículos rudimentares (r). A Tabela 3-1 mostra os valores totais, média, desvio padrão, erro 

padrão, p-valor e o valor do teste de Kruskal-Wallis (H-valor) da frequência de malformações. 

 

Tabela 3-1. Total, média, desvio padrão (DP), erro padrão (EP), p-valor e o valor do teste de 

Kruskal-Wallis (H-valor) da frequência de malformação em ossículos esclerais de 

Podocnemis expansa expostos ou não - in ovo - ao glifosato e fipronil (isoladamente ou em 

combinação). 

  ao is f r Total Média DP EP p-valor H-valor 

Controle 3 4 0 4 11 2,75 1,89 0,36 - - 

G1 4 12 4 14 34 8,5 5,26 0,99 0.0833 3.4054 

G2 3 11 5 13 32 8 4,76 0,90 0.1124 2.5823 

F1 19 16 5 9 49 12,25 6,40 1,21 0.0209* 5.3976 

F2 4 16 8 13 41 10,25 5,32 1,00 0.0433* 4.2875 

GF1 6 11 4 9 30 7,5 3,11 0,59 0.0433* 4.2875 

GF2 3 13 6 11 33 8,25 4,57 0,86 0.1124 2.5823 

*Médias com diferença estatística comparadas ao grupo controle, de acordo com o Teste de Kruskal-Wallis, com 

nível de significância de 5%. 

ao- ausência de ossículo; is- formato irregular; fo- fusão de ossículos; r- ossículo rudimentar. 

Tratamentos: G1- glifosato 65µg/L; G2- glifosato 6500µg/L; F1- fipronil 4µg/L; F2- fipronil 400µg/L; GF1- 

glifosato 65µg/L associado ao fipronil 4µg/L; GF2- glifosato 6500µg/L associado ao fipronil 400µg/L. 

 

Houve diferença estatística entre a malformação dos ossículos da esclera encontrada 

nos embriões do grupo controle e os tratamentos F1 (H=5.3976; p=0.0209), F2 (H=4.2875; 

p=0.0433) e GF1 (H=4.2875; p=0.0433). De acordo com estes resultados, o fipronil 

apresentou maior toxicidade do que o glifosato e pode estar ocorrendo antagonismo entre 

esses dois agrotóxicos visto que a exposição ao glifosato e fipronil em sua maior concentração 

(GF2) não resultou em diferença significativa (Tabela 3-1). Não houve, portanto, sinergismo 

na associação de ambos os agrotóxicos em comparação com a exposição a cada um 

isoladamente. No entanto, todos os grupos tratados com glifosato, fipronil e sua associação, 

em menor ou maior dosagem, apresentaram alterações visíveis a nível do anel ossicular 

escleral (Figura 3-6).  
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Figura 3-6: Ossículos esclerais de embriões de Podocnemis expansa expostos a agrotóxicos durante incubação 

artificial. Análise macroscópica. (A) Grupo controle; (B) e (C) Grupo glifosato 65µg/L e 6500µg/L, 

respectivamente; (D) Grupo fipronil 4µg/L; (E) e (F) Grupo fipronil 400µg/L; (G) e (H) Grupo glifosato 65µg/L 

associado ao fipronil 4µg/L; e (I) Grupo glifosato 6500µg/L associado ao fipronil 400µg/L. Observa-se a 

presença de: ov – sobreposição de ossículos (A); r - ossículos rudimentares (B, C, D); ao - ausência de 

ossificação (D e F); fo - fusão dos ossículos (E); is - formato irregular (G, H e I). Escala 1mm. 

 

As análises histológicas da esclera de embriões de P. expansa corroboraram as 

alterações encontradas macroscopicamente (Figura 3-7), sendo encontradas malformações 

como ausência de ossificação (ao), ossículo rudimentar (r), fusão (fo), formato irregular (is) e 

sobreposição (ov) inclusive no grupo controle. Alterações semelhantes às do presente estudo 

também foram encontradas por Carneiro et al. (2019), os quais avaliaram os efeitos da 

atrazina (2, 20 ou 200μg/L em contaminação única) durante o desenvolvimento dos ossículos 

da esclera em P. expansa. Além disso, a exposição ao glifosato e/ou atrazina (65 ou 6500μg/L 

e/ou 2 ou 200μg/L, respectivamente) em dias alternados em ovos incubados artificialmente 

resultou em malformações significativas no anel ossicular escleral em P. unifilis (Hirano et 

al., 2019).  
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Figura 3-7: Cortes histológicos da esclera de embriões de Podocnemis expansa expostos a agrotóxicos durante 

incubação.  (A) Grupo controle; (B) Grupo glifosato 65µg/L; (C) Grupo glifosato 6500µg/L (D) Grupo fipronil 

4µg/L; (E) Grupo fipronil 400µg/L. As setas apontam para malformações. Observa-se a presença de: os – 

ossículos (A e B), ov - sobreposição de ossículos (A e B), ao – ausência de ossificação (B e D), fo- fusão dos 

ossículos (C e E), r- ossículo rudimentar (D). Coloração realizada por Hematoxilina e Eosina. Escala de 200µm. 

 

A alta incidência de malformações no anel ossicular escleral pode estar relacionada à 

natureza de sua origem. Todos os tecidos ósseos se desenvolvem a partir de células 

mesenquimais. No entanto, a base do mesênquima é o produto de células de diferentes 

linhagens embrionárias. Os ossículos, por exemplo, se originam das células da linhagem da 

crista neural craniana, assim como todo o esqueleto craniofacial (Franz-Odendaal e 

Vickaryous, 2006). No entanto, a partir de sinais indutivos do mesênquima, cada placódio 

sofre modificações morfológicas para formar as papilas conjuntivais no limbo escleral da 

córnea, que induzem a formação de ossículos esclerais (Drake et al., 2020). Assim, as papilas 

são necessárias para a indução do anel ossicular escleral nos répteis e seu número 

corresponderá ao número de ossículos do anel (Hall, 2015). 

Embora esse desenvolvimento seja pouco compreendido em répteis, estudo evidenciou 

que o glifosato (20µl de diluições de 1/500 injetado intra-ovo) causou um aumento na 

atividade do ácido retinóico endógeno, resultando na supressão do gene Otx2 e na interrupção 

do desenvolvimento da crista neural (Paganelli et al., 2010). Outros contaminantes, como a 
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atrazina, são conhecidos por afetar os níveis de metaloproteinase, que também podem 

desempenhar papéis importantes na formação do anel ossicular escleral (Lenkowski e 

Mclaughlin, 2010). Durante a longa formação dos ossículos ocorrem várias cascatas de 

eventos moleculares, desde a pré-padronização epitelial até a formação do anel ossicular 

(Drake et al., 2020; Franz-Odendaal, 2020; Jourdeuil e Franz-Odendaal, 2016) o que favorece 

os danos causados por meio de agentes químicos, como os agrotóxicos. Assim, a maior 

suscetibilidade do anel ossicular escleral aos efeitos de substâncias químicas, em relação a 

outras estruturas ósseas, pode ser decorrente de diferenças em sua formação e período de 

desenvolvimento embrionário (Hirano et al. 2019). 

Os ossículos esclerais fornecem suporte para a fixação dos músculos oculares que 

auxiliam na acomodação visual para focar imagens em diferentes distâncias. As espécies 

aquáticas, em particular, dependem do movimento ou contração lenticular, e qualquer 

alteração no funcionamento dessas estruturas pode comprometer a capacidade visual dos 

indivíduos (Franz-Odendaal, 2020; Lima et al. 2009). Portanto, os danos relatados no anel 

ossicular dos filhotes de P. expansa podem ser irreversíveis e causar consequências 

significativas para o seu desenvolvimento e sobrevivência, conforme relatado anteriormente 

por Hirano et al. (2019).  

 Nos resultados obtidos não foi observado sinergismo na associação dos agrotóxicos, 

apenas antagonismo com relação a frequência de malformação em ossículos esclerais. Neste 

caso, a toxidade da exposição simultânea ao glifosato e fipronil foi dependente da 

concentração utilizada, ocorrendo antagonismo em GF2 se comparado as concentrações de 

G1, G2 e GF1. Nossos resultados contrastam com o encontrado por Hirano et al (2019) em 

estudo com Testudines, onde os autores verificaram que a exposição simultânea de herbicidas 

(glifosato 65 ou 6500μg/L e/ou atrazina 2 ou 200μg/L, respectivamente) em incubação 

artificial, ocasionou taxas mais altas de anormalidades embrionárias em P. unifilis em 

comparação com a falta de exposição ou exposição apenas à atrazina. De acordo com alguns 

estudos, o antagonismo pode ser explicado por uma indução da atividade de enzimas do 

citocromo P450 causada pelo herbicida e o consequente aumento da biotransformação do 

inseticida (Fu et al., 2013; Cedergreen, 2014; Mansano, 2020). Além disso, Farré et al. (2002) 

relatou que o efeitos antagônicos em misturas de pesticidas podem ser causados pela 

associação entre as moléculas do composto, o que diminuiu sua biodisponibilidade. 

 Os mecanismos detalhados da toxicidade do glifosato e fipronil em répteis ainda 

precisam ser esclarecidos, visto que esse táxon apresenta diferenças importantes em relação a 

ecologia, fisiologia, crescimento, desenvolvimento e reprodução quando comparados com 
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outros grupos de animais (Mingo, 2018). A atividade biológica, por exemplo, geralmente 

aumenta com temperaturas mais altas, alterando assim a taxa de ingestão de alimentos, o que 

irá influenciar a exposição oral através de presas contaminadas (EFSA, 2017; Mingo, 2018). 

Com relação ao metabolismo, como o seu aumento só pode ser guiado por temorregulação 

acelerando processos fisiológicos, o metabolismo tóxico tem um custo adicional de energia 

que pode comprometer outras funções biológicas, como o crescimento, desenvolvimento, 

imunidade ou reprodução (Talent 2005; Gardner e Oberdörster 2006; Mingo, 2018). 

 A contaminação periódica com os produtos formulados Glifosato Atar 48® e Fipronil 

Regent® 800WG evidenciou menor biomassa corpórea, atrasos no desenvolvimento e 

alterações ósseas nos ossículos esclerais de P. expansa. No entanto, não se pode afirmar que 

essa exposição também não tenha alterado outros padrões como fisiológicos, genotóxicos ou 

comportamentais dos indivíduos avaliados, conforme observado e discutido por outros 

autores (Latorre et al., 2013; López-González et al., 2013; Mestre et al., 2019; De-Oliveira et 

al., 2020). Portanto, faz-se necessário a realização de mais estudos sobre os impactos dos 

agrotóxicos na fauna silvestre para subsidiar a revisão da legislação brasileira vigente e evitar 

maiores danos à biodiversidade. 

  

3.4. Conclusões 

 

O presente estudo confirma a hipótese de que a incubação dos ovos em substrato 

poluído com glifosato e fipronil interfere no crescimento embrionário de P. expansa (inferido 

pela menor biomassa corpórea e retardo no desenvolvimento), bem como induz malformações 

ósseas, mesmo em concentrações permitidas pela legislação vigente. Tendo em vista o 

potencial risco ecotoxicológico dos agrotóxicos sobre a biologia da espécie estudada, 

investigações futuras serão importantes para se aprofundar sobre o impacto dos agrotóxicos 

na fauna silvestre, especialmente em Testudines. 
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Capítulo 4 - Redução da umidade, proteína bruta e aumento do extrato etéreo da casca 

de ovos de Podocnemis expansa em exposição às formulações comerciais de glifosato e 

fipronil 

 

Resumo 

A casca dos ovos de Testudines apresenta extrema importância para o desenvolvimento e 

proteção do embrião. Sua avaliação pode servir como biondicador para investigar os efeitos 

de substâncias lançadas no ambiente, que podem alterar sua forma, tamanho, estrutura e/ou 

composição química. No entanto, informações a respeito dos impactos de contaminantes 

ambientais em répteis são escassos e não se sabe os reais efeitos destes nas cascas de ovos 

durante o período embrionário. Desse modo, objetivou-se testar a hipótese de que a incubação 

de ovos de Podocnemis expansa em substrato contendo glifosato e fipronil altera a 

composição química de matéria mineral e seca, proteína bruta, nitrogênio e extrato etéreo. 

Para tal fim, ovos foram coletados em área de reprodução natural da espécie e incubados 

artificialmente em areia umedecida, com água contaminada com glifosato Atar 48 nas 

concentrações de 65 ou 6500µg/L, fipronil Regent 800WG nas concentrações de 4 ou 

400µg/L, ou sua associação. A exposição combinada se deu a partir de 65µg/L de glifosato e 

4µg/L de fipronil e 6500µg/L de glifosato com 400µg/L de fipronil. As coletas das cascas 

ocorreram no 44º dia de incubação, quando iniciou a eclosão do grupo controle. O material foi 

colocado em estufa para secagem, posteriormente foi triturado e preparado para os 

procedimentos conforme o Compêndio Brasileiro de Nutrição Animal. Os resultados do 

presente estudo demonstram que a exposição aos agrotóxicos testados, isoladamente ou em 

associação, alterou a composição química da casca de P. expansa, reduzindo o teor de 

umidade e proteína bruta da casca dos ovos e elevou níveis de extrato etéreo. 

Palavras-Chave: Agrotóxicos, Bromatologia, Ecotoxicologia, Répteis, Tartaruga-da-

Amazônia.   

 

4.1. Introdução 

 

A casca dos ovos de répteis realiza um papel fundamental ao oferecer uma barreira de 

proteção à infecção microbiana e à perturbação física, controle da troca de água e de gases 

pelos poros, e por constituir uma importante reserva de minerais para o embrião durante o 

desenvolvimento (Kusuda et al., 2013; Ferreira et al., 2016; D’ Alba et al., 2021).  A 

determinação dos constituintes químicos dessa estrutura oferece informações sobre as 
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condições adequadas dos ovos e dos ninhos, bem como as substâncias nutritivas disponíveis 

para o embrião (Sahoo et al., 1998; Ferreira et al., 2016).  

Na maioria dos ovos de répteis, a estrutura da casca é organizada em camadas. A 

estratificação mais interna é a orgânica, formada por tecido conjuntivo fibroso, e a mais 

externa é a calcária, composta por vários tipos de minerais (Kitimasak et al., 2003). A casca é 

composta principalmente por cálcio, magnésio, fósforo, oxigênio, extrato etéreo (gordura 

bruta), proteínas e nitrogênio, que se organizam de acordo com a espécie (Kitimasak et al., 

2003, Cusack et al., 2003). Além disso, fatores como disfunção fisiológica ou nutricional das 

fêmeas, presença de substâncias nocivas no local do ninho, umidade ambiente inadequada, 

abrasão por partículas do solo, degradação microbiana extrínseca e até mesmo atividades 

intrínsecas podem produzir modificações na composição química e estrutura da casca de ovos 

(Van Der Oost et al., 2003; Ferreira et al., 2016).  

 O estudo das cascas dos ovos de répteis chama atenção de pesquisadores devido as 

suas particularidades. Packard et al. (1982) e Booth,e Yu (2009) verificaram a influência da 

umidade ambiente na troca de água entre ambiente externo e interno dos ovos; Wink e Elsey 

(1994) estudaram a morfologia de cascas de ovos viáveis e não viáveis do Alligator sinensis e 

Campos-Casal et al. (2020) avaliaram a composição química e microestrutura de cascas de 

ovos recentemente ovipositados de Salvator merianae. Em Testudines, Kusuda et al. (2013) 

classificaram as cascas dos ovos a partir de sua camada calcária, e Deeming (2018) constatou 

que o local de nidificação pode alterar as características da casca de ovos desses animais. Já 

D’Alba et al. (2021) verificaram que a morfologia da casca do ovo de répteis evoluiu para 

proteger as cascas de danos físicos e dessecação, encontrando uma relação positiva entre 

espessura e precipitação, e uma relação negativa entre porosidade e temperatura.  

Com relação aos impactos de contaminantes ambientais na composição química das 

cascas de ovos de Testudines, há escassas informações a respeito na literatura. No entanto, 

sabe-se que a avaliação dessas estruturas pode servir como biondicador dos efeitos nocivos 

dos agrotóxicos, assim como prever efeitos deletérios nos animais ovíparos (Oost et al., 

2003). A exposição única a altas concentrações de glifosato (68 a 11,206µg/L) e parationa 

metílica (35, 350 e 3500µg/L) diminuiu as taxas de eclosão de Trachemys scripta elegans e 

Podocnemis expansa, (Sparling et al., 2006; Valdes et al., 2015), sendo que a parationa 

metílica reduziu ainda os níveis de gordura total das cascas durante a incubação.   

Representante dos Testudines, a espécie Podocnemis expansa, popularmente 

conhecida como tartaruga-da-Amazônia, é um animal ovíparo aquático que nidifica em 

ambientes terrestres próximos a corpos d’água, como praias fluviais ou costeiras, solo barroso 
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ou areno-argiloso (Dupre et al., 2007). Sua eficiência reprodutiva pode ser afetada por fatores 

ambientais como modificações na temperatura e umidade do substrato do ninho, bem como 

ações antrópicas, como a presença de produtos químicos na água (Alves-Júnior et al., 2012).   

Os impactos que os agrotóxicos podem causar tornaram-se um relevante problema 

ambiental e de saúde pública diante do uso intenso e difuso destes produtos no Brasil e em 

todo o mundo (Ministério Da Saúde, 2018). Dentre os agrotóxicos mais comercializados no 

país, destacam-se o herbicida glifosato e o inseticida fipronil (Beckie et al., 2020). O primeiro, 

de aplicação pós-emergencial nas plantas invasoras de diversas culturas, vem aumentando sua 

utilização no Brasil, devido principalmente à expansão do cultivo da soja transgênica e à 

resistência adquirida por plantas daninhas (ABRASCO, 2015). O fipronil, é largamente 

utilizado em diversas culturas e pode deixar resíduos no ambiente quando utilizado em grande 

quantidade, principalmente nos recursos hídricos próximos às áreas de aplicação (Chaulet et 

al, 2019; Gupta e Anado´, 2018). 

Tendo em vista a ampla distribuição e abundância de P. expansa em habitats que 

possam estar contaminados por agrotóxicos e a importância da casca dos ovos para seu 

sucesso reprodutivo, objetivou-se identificar possíveis alterações na matéria seca (MS) e 

mineral (MM), proteína bruta (PB), nitrogênio (N) e extrato etéreo (EE) das cascas dos ovos 

de P. expansa incubados em substrato expostos a diferentes concentrações de glifosato e 

fipronil. Supõe-se que tais agrotóxicos, individualmente e/ou em associação, alterem a 

composição química das cascas de ovos, causando prejuízo para a espécie. 

 

4.2. Material e Métodos 

 

4.2.1. Coleta das cascas e análise da composição química  

O dia de colocação dos ovos nas caixas de incubação foi considerado dia 0 (zero). As 

coletas foram realizadas no 44º dia de incubação, quando iniciou a eclosão do grupo controle. 

Os embriões foram eutanasiados de forma humanitária, conforme determinação Conselho 

Federal de Medicina Veterinária (CFMV, 2012). As carcaças foram utilizadas em outro 

estudo de análise de desenvolvimento embrionário (Mendonça et al. 2021, não publicado). 

Após a retirada dos embriões por meio de uma abertura feita com tesoura cirúrgica, 10 

cascas dos ovos de cada tratamento foram limpas manualmente sob água corrente para 

remoção de resíduos, tais como restos de membrana corioalantoide e substrato de incubação, 

armazenadas em pequenos sacos plásticos identificados por cada tratamento e congeladas a -

10ºC. Posteriormente, após descongelamento foi realizada a secagem do material em estufa a 
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80º C por 24 horas, trituração manual das cascas de ovos e pesagem das mesmas, gerando três 

amostras (repetições) para cada tratamento. Foram realizadas as análises de matéria seca (MS) 

e mineral (MM), proteína bruta (PB) pelo método de Kejdhal e extrato etéreo (EE) através do 

Extrator Shoxlet seguindo metodologia referenciada pelo Compêndio Brasileiro de 

Alimentação Animal (2009) e conduzidas no Laboratório de Nutrição Animal 

(LAMRA/UFU).  

 

4.2.2. Análise estatística  

A comparação da composição química das cascas entre os diferentes grupos foi 

realizada utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov para analisar a normalidade dos dados. Em 

sequência foi utilizado o teste de Análise de Variância (ANOVA) ou o teste não paramétrico 

de Kruskal-Wallis, com post-hoc de Tukey ou de Dunn, respectivamente, por meio do 

software SYSTAT 10.2 (Wilkinson, 1990). Para todas as análises, as diferenças foram 

consideradas significativas ao nível de 5% de significância. 

 

4.3. Resultados e Discussão 

 

Os resultados de análises bromatológicas estão descritos na Tabela 4-1. Destaca-se que 

o grupo controle, onde os ovos foram incubados em um ambiente sem contaminação de 

glifosato e ou fipronil, o teor de matéria seca e matéria mineral foram significativamente 

menores do que as cascas dos ovos nos demais tratamentos. Apesar dos tratamentos G1 e G2 

apresentarem ainda semelhança de resultado com o controle, é possível inferir que os 

agrotóxicos foram responsáveis por reduzir o teor de água das cascas. 

 

Tabela 4-1. Média e desvio padrão, em porcentagem, da composição química de cascas de 

ovos de Podocnemis expansa expostos aos agrotóxicos glifosato, fipronil, isolados ou em 

associação, durante a incubação artificial. 

 MM MS PB N EE 

C 43,31 ± 6,50a 94,23 ± 0,73a 54,07 ± 10,03a 8,65 ± 1,65a 0,17 ± 0,03a 

G1 52,96 ± 9,05a,b 95,20 ± 0,92a,b 41,35 ± 0,48a,b 6,59 ± 0,11a,b 0,71 ± 0,05b 

G2 58,25 ± 4,77a,b 95,89 ± 0,26b,c 40,88 ± 3,32a,b 6,54 ± 0,53b 0,26 ± 0,009a,c 

F1 59,20 ± 3,43b 96,43 ± 0,41b,c 33,65 ± 6,38b 5,38 ± 1,02b 2,01 ± 0,09d 

F2 63,02 ± 4,26b 96,63 ± 0,52b,c 29,99 ± 4,47b 4,79 ± 0,71b 2,02 ± 0,07d 

GF1 59,65 ± 4,74b 96,55 ± 0,10b,c 36,11 ± 9,03b 5,78 ± 1,44b 0,45 ± 0,13c 

GF2 65,96 ± 1,76b 96,82 ± 0,28c 32,61 ± 11,64b 5,21 ± 1,86b 0,09 ± 0,0002a 

a,b,c,dTratamentos com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente a nível de 0,05 pelo teste de 

Tukey ou de Dunn. 
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(EE) extrato etéreo; F1: fipronil 4µg/L; F2: fipronil 400µg/L; G1: glifosato 65µg/L; G2: glifosato 6500µg/L; 

GF1: G1 associado a F1; GF2: G2 associado a F2; (MM) matéria mineral; (MS) matéria seca;(N) nitrogênio; 

(PB) proteína bruta. 

 

Tanto a matéria seca quanto a matéria mineral dos grupos tratados apresentaram taxas 

superiores se comparadas ao grupo controle, o que indica diminuição na taxa de umidade dos 

grupos expostos aos contaminantes. Na natureza, o sucesso de eclosão de P. expansa depende 

diretamente da disponibilidade de água do ambiente para o embrião e em condições com 

escassez de umidade, os ambientes podem ser impróprios para a incubação, o que pode 

ocasionar mortes e possíveis defeitos embrionários (Webb et al., 2006; Ferreira et al., 2016). 

Neste experimento, no entanto, a perda de água, entre um e dois porcento, parece estar 

associada exclusivamente aos tratamentos com contaminações e não ao desenvolvimento 

embrionário. De acordo com os resultados obtidos com as análises de desenvolvimento das 

carcaças advindas do presente estudo (Mendonça et al., 2021, não publicado) e corroborando 

estudos de Ferguson (1981), é possível ainda inferir que o aumento da matéria seca nos 

grupos contaminados pelos agrotóxicos reflete a deficiência da mobilização de macro e 

microelementos para embrião, nutrientes estes essenciais para o seu desenvolvimento.  

No presente trabalho, a coleta das cascas para análise ocorreu no dia 44 de incubação, 

o que pode explicar resultados diferentes dos encontrados por outros autores que analisaram 

as cascas dos ovos da mesma espécie após o término do período de incubação artificial. De 

acordo com Ferreira et tal. (2016), a média da taxa de matéria mineral em ovos de P. expansa 

advindos de dois ninhos diferentes e incubados artificialmente sem adição de contaminantes 

foi de 20,34%, com a eclosão ocorrendo entre 50 à 60 dias. Já Souza (2015) verificaram 

valores bem discrepantes para outra espécie, P.unifilis, sendo a porcentagem de matéria 

mineral 87,47% no período pré-eclosão e 70,21% no pós-eclosão, respectivamente. Vale 

ressaltar que apesar de serem espécies do mesmo gênero elas apresentam ovos com 

características bastante distintas em relação ao tamanho, formato, espessura, textura, 

porosidade e possivelmente, composição química. 

 Na proteína bruta (Tabela 4-1) verifica-se que a sua presença é ainda maior que a 

matéria mineral (MM), constituindo cerca de 57% da matéria seca da casca do grupo controle. 

Muito embora os tratamentos G1 e G2 mostram semelhança aos resultados do grupo controle 

(C), são também semelhantes aos demais tratamentos contaminados com fipronil e suas 

associações com glifosato. Desta forma sugere que a contaminação do meio ambiente da 

incubação artificial reduziu significativamente a concentração de proteína bruta da casca. 

Como esta proteína é determinada a partir da concentração de nitrogênio e o comportamento 
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deste, como esperado, também acompanhou a mesma redução significativa, sugere-se que a 

presença destes contaminantes lixiviou parte desta proteína bruta ou mesmo parte deste 

nitrogênio, uma vez que não fora determinada a concentração de nitrogênio proteico e não 

proteico.  

 Níveis inferiores de proteínas presentes na casca dos ovos podem causar deficiência 

para o embrião, ocasionando um desenvolvimento lento e comprometendo funções 

importantes no metabolismo. Em análise das carcaças advindas do presente estudo 

(Mendonça et al., 2021, não publicado), verificou-se menor biomassa corpórea, retardo no 

desenvolvimento e malformações ósseas em todos os embriões expostos ao glifosato, fipronil 

e suas associações. Os resultados do presente estudo são corroborados ainda por Ferreira et al. 

(2016) com concentrações semelhantes ao do grupo controle em análises de casca de ovos de 

P. expansa em incubação livre de contaminantes (49,90%). De acordo com Cox et al. (1984), 

alterações nas taxas de proteína das cascas de ovos causam modificações no cálcio associado, 

o que pode comprometer desde a estrutura e conformidade dos ovos como a formação óssea 

dos embriões. 

Com relação à concentração de extrato etéreo, no grupo Controle observou-se níveis 

muito baixos, cerca de 0,17 ± 0,03, ou seja uma amplitude de 0,14 a 0,20%, o que pode ser 

considerado como uma fração sem importância na composição da casca ou até mesmo uma 

pequena translocação de lipídio do conteúdo interno do ovo. Com relação aos demais 

tratamentos, as concentrações lipídicas encontradas não permitem estabelecer uma relação 

entre os contaminantes e suas concentrações testadas. A exposição ao fipronil alterou os 

níveis de extrato etéreo na casca dos ovos de P. expansa ao longo da incubação, produzindo 

aumento de 1.176% no teor deste componente, independentemente da concentração de 

exposição. Já o glifosato apresentou um aumento de lipídio de 418% no tratamento G1 e de 

153% no tratamento G2, em relação à concentração na casca dos ovos do Controle.  

Nossos resultados diferem de Valdes et al., (2015), ao concluirem que o inseticida 

parationa metílica reduz os níveis de gordura total das cascas durante a incubação. Por outro 

lado, como o embrião se encontra em desenvolvimento no conteúdo interno, em especial no 

saco vitelínico, e é nesse local que há grande presença de lipídeos, infere-se que a presença 

destes contaminantes na casca poderiam atrair gordura a partir do conteúdo interno do ovo. 

Em trabalho de Ferreira et al. (2016), os autores encontraram concentração de 0,07% de 

extrato etéreo no grupo controle em análises de casca de ovos de P. expansa em incubação 

livre de contaminantes, reforçando a hipótese de uma fração sem importância ou mesmo 

advinda do conteúdo interno do ovo. 



78 
 

Trabalhos semelhantes sobre avaliação da composição química de ovos de P. expansa 

em incubação artificial com exposição aos agrotóxicos atrazina (2, 20 e 200µg/L) e parationa 

metílica (35, 350 e 3500µg/L), também apresentaram diferença entre teores de extrato etéreo 

(Souza, 2013; Valdes et al., 2015). Em ambos os trabalhos houve contaminação do substrato 

apenas no primeiro dia de incubação, mas De Solla e Martin, (2011) demonstraram que a 

absorção de pesticidas nos ovos durante a incubação aumenta com a magnitude e duração da 

exposição, o que pode justificar o maior impacto na composição das cascas do presente 

estudo. 

A exposição ao fipronil alterou os níveis de extrato etéreo na casca dos ovos de P. 

expansa ao longo da incubação, sendo mais tóxico e produzindo aumento significativo no teor 

deste componente, independentemente da concentração de exposição. Sabe-se que a casca 

desempenha a importante função de transporte de gases e líquidos durante a incubação 

(Andréa, 2008; Ferreira et al., 2016). Deste modo infere-se que um aumento no extrato etéreo 

afetará os mecanismos e/ou taxas de transporte, podendo interferir no desenvolvimento 

embrionário, verificado nas análises dos embriões advindos dos ovos expostos no presente 

estudo (Mendonça et al. 2021, não publicado). Répteis com ovos de casca flexível, como P. 

expansa, são mais sensíveis à variação hídrica no ambiente, e o metabolismo embrionário é 

diretamente afetado pela disponibilidade de água (Packard et al., 1982). Com o aumento da 

gordura total, o transporte da água através da casca pode ser minimizado (Packard et al., 

1980), corroborando os resultados da análise de matéria mineral e matéria seca deste estudo.  

  Variações na quantidade de lipídios em um organismo podem servir como 

biomarcadores para avaliação de respostas biológicas que indiquem exposição a agrotóxicos 

(Andréa, 2008). De forma paralela, maiores investigações podem determinar valores 

esperados de extrato etéreo em cascas de ovos de répteis e identificar padrões de alterações 

provocados por agrotóxicos, permitindo sua utilização como biomarcador de contaminação 

ambiental (Andréa, 2008, Ferreira et al., 2016).  

 Em estudo referente a composição química dos ovos de Testudines verificou-se que a 

casca confere tão bem o isolamento do embrião a partir do ambiente que nem mesmo a 

umidade externa pode influenciar no desenvolvimento dos filhotes, a não ser em condições 

extremas (Lesem e Dmi'el, 1986). No entanto, apesar de ser uma importante barreira de 

proteção para o embrião contra agrotóxicos, em relação à formação do esqueleto axial e 

genotoxicidade, estudos demonstram que a casca não impediu que os agrotóxicos 

alcançassem o conteúdo interno do ovo e promovessem alterações em ossículos esclerais e 

nas hemácias de embriões de P. expansa expostos a diferentes agrotóxitos (Carneiro et al., 
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2019; De OLiveira et al., 2020; Mendonça et al., 2021, não publicado). Esses últimos achados 

ressaltam a importância de avaliação dos efeitos dessas substâncias na capacidade de proteção 

das cascas, ao alterar sua composição química. 

De modo geral, as alterações evidenciadas na constituição química da casca de ovos 

de P. expansa submetidas aos contaminantes sugerem que os agrotóxicos comerciais 

Glifosato Atar 48® e Fipronil Regent® 800WG interferiram na dinâmica destes constituintes 

ao longo da incubação, não havendo sinergismo na associação de ambos os agrotóxicos em 

comparação com a exposição a cada um isoladamente. Os resultados corroboram Kalipci et al. 

(2010) que afirmam que entre os fatores que podem influenciar as alterações nos constituintes 

das cascas dos ovos está a contaminação dos ninhos com substâncias agrotóxicas, apesar de 

estudo da reconstrução do estado ancestral da casca de Testudines ter demostrado que os ovos 

se tornaram menos finos e porosos ao longo do tempo evolutivo (D’ Alba et al., 2021) o que 

poderia amenizar efeitos dos contaminantes nos embriões. Todavia, não são bem conhecidos 

os possíveis efeitos ecológicos dos agrotóxicos e tampouco sua interferência nas cascas dos 

ovos de P. expansa ou em outros répteis, sendo assim, de fundamental importância 

investigações sobre os riscos ambientais e ecológicos em razão do uso destes contaminantes 

na agricultura.  

 

4.4. Conclusão 

A exposição continuada de ovos férteis da espécie Podocnemis expansa aos 

agrotóxicos comerciais glifosato, fipronil e associação, durante 44 dias de incubação artificial, 

interferiu acarretando redução no teor de umidade, proteína bruta e aumento do extrato etéreo 

na casca dos ovos. Tendo em vista a importância dessa estrutura para o desenvolvimento e 

sucesso reprodutivo da espécie, sugere-se mais estudos a respeito dos verdadeiros impactos 

desses contaminantes em organismos não-alvo afim de evitar maiores danos à biodiversidade. 
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Capítulo 5 - Mutageneicidade, hepatotoxicidade e neurotoxidade dos pesticidas glifosato 

e fipronil em neonatos de Tartarugas-da-Amazônia (Podocnemis expansa) 

 

Resumo: 

Os agrotóxicos são considerados como um dos principais causadores de declínio populacional 

de répteis em todo o mundo. Dentre esses animais, as tartarugas de água doce são 

particularmente susceptíveis a contaminação aquática. Nesse contexto, objetivou-se investigar 

os potenciais efeitos mutagênico, hepatóxico e neurotóxico em neonatos de P. expansa 

expostos a substrato contaminado com diferentes concentrações de glifosato e/ou fipronil 

durante incubação artificial. Para isso, ovos coletados no ambiente natural foram incubados 

artificialmente em areia umedecida com água contendo glifosato Atar 48 nas concentrações 

de 65µg/L ou 6500µg/L e fipronil Regent 800WG a 4µg/L ou 400µg/L, ou sua associação. A 

exposição combinada se deu a partir de 65µg/L de glifosato e 4µg/L de fipronil e 6500µg/L 

de glifosato com 400µg/L de fipronil. Para análise de mutagenicidade foi avaliado a 

frequência de micronúcleo (MN) e demais anormalidades nucleares eritrocitárias (ENAs), 

enquanto que para avaliação de hepatotoxicidade e neurotoxidade, foi analisado fígados e 

encéfalos de neonatos de P. expansa dos grupos experimentais. Os resultados do presente 

estudo demonstram que a exposição aos agrotóxicos testados, isoladamente ou em 

combinação, resultam em aumento na frequência de anomalias nucleares eritrocitárias, sendo 

o núcleo com brotamento, deslocado e entalhado, as anormalidades mais presentes. Em 

análises histopatológicas, as alterações foram evidenciadas sobretudo nos indivíduos expostos 

ao fipronil, sendo que o tecido hepático apresentou alterações estruturais de congestão e 

infiltrado inflamatório, e no encéfalo foram verificadas as alterações de congestão e necrose. 

Em conclusão, o presente estudo confirma a hipótese de que a incubação dos ovos em 

substrato poluído com glifosato e fipronil acarreta danos citogenéticos e histopatológicos nos 

neonatos de P. expansa, evidenciando a importância de se utilizar diferentes biomarcadores 

para avaliar os efeitos ecotoxicológicos destes pesticidas em Testudines. 

Palavras-Chave: Anormalidades eritrocitárias, ecotoxicologia, histopatologia, micronúcleo, 

Testudines. 

 

  5.1. Introdução 

 

A perda da biodiversidade global causada sobretudo pela poluição ambiental é uma 

ameaça iminente para muitos grupos taxonômicos de vertebrados, incluindo os répteis (Böhm 
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et al. 2013; Mingo 2017). De acordo com a União Internacional para a Conservação da 

Natureza (IUCN), estima-se que 15-32% da diversidade mundial de répteis esteja ameaçada 

(Cox e Temple 2009; Mingo 2019), sendo os agrotóxicos um dos principais causadores de 

declínio populacional desse táxon em todo o mundo, juntamente com perda e degradação de 

habitat, espécies invasoras introduzidas, doenças, uso insustentável e mudanças climáticas 

globais (Böhm et al. 2013; Mingo et. al., 2017; Mingo 2019). Frequentemente herbicidas à 

base de glifosato são utilizados para a dessecação de áreas para o cultivo de arroz, soja e 

milho, entre outras culturas, enquanto, o inseticida fipronil é usado para tratar as sementes das 

mesmas culturas (Chaulet et al, 2019). 

Representando o táxon menos estudado entre os grupos de vertebrados, 

correspondendo a menos de 1% dos estudos de ecotoxicologia (Sparling et al., 2010; Mingo 

2019), muitas espécies de répteis são caracterizadas pela fidelidade as suas pequenas áreas de 

vida, frequentemente apresentando baixas capacidades de dispersão com poucas habilidades 

para escapar da exposição a pesticidas (Southwood e Avens, 2009; Mingo et. al., 2017).  

Apesar de serem escassos os estudos sobre os efeitos toxicológicos de pesticidas em répteis, 

já foram observados efeitos potencialmente letais (Chang et al., 2016; Weir et al., 2014, 

Emery et al. 2021) bem como diversos efeitos subletais. Estes últimos integram uma série de 

implicações que vão desde respostas hormonais e enzimáticas, estresse oxidativo, reações 

fisiológicas e imunológicas, alterações morfológicas, prejuízos na fertilidade, 

desenvolvimento e desempenho locomotor (Hopkins e Winne, 2006; Amaral et al., 2012; 

Bicho et al., 2013; Carpenter et al., 2016; Schaumburg et al., 2016; Latorre et al., 2016; 

Mingo et. al., 2017; Hirano et al., 2019).  

Sendo um importante modelo para estudos toxicológicos, as tartarugas de água doce 

desempenham papéis importantes nos ecossistemas por meio de sua grande biomassa, alta 

produtividade secundária e contribuição para o fluxo de energia dentro e entre os ecossistemas 

(Lovich et al., 2018; Forero-Medina et al., 2019). A espécie Podocnemis expansa em 

particular, conhecida popularmente como tartaruga-amazônica, consiste no maior Testudines 

de água doce da América do Sul, apresentando ampla distribuição pelos rios Orinoco e 

Amazonas em oito países (Vogt, 2008; Vogt et al., 2015; Santos e Fiori, 2020). Esta espécie é 

particularmente vulnerável, já que possui uma extensa história de exploração com a instalação 

humana ao longo desses rios e a comercialização de sua carne e ovos, o que resultou em 

populações esgotadas em toda a área de distribuição da espécie (Santos e Fiori, 2020).   

Como os pesticidas podem causar efeitos adversos em diversos tipos de organismos, a 

análise morfológica de células sanguíneas, particularmente eritrócitos, tornou-se um 
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importante biomarcador de contaminação ambiental (López González, 2017; Lopes et al., 

2021). A avaliação de micronúcleo (MN) é uma técnica amplamente utilizada para avaliar 

aberrações cromossômicas estruturais e numéricas induzidas por agentes clastogênicos e/ou 

aneugênicos (López González, 2017). Sendo um exemplo extremo de atipia nuclear, o MN 

consiste em uma estrutura nuclear isolada separada do núcleo principal (Kwon et al., 2020). 

Seu surgimento ocorre por meio de cromossomos atrasados ou fragmentados causados por 

erros mitóticos ou danos ao DNA (Fenech et al., 2011; Mesak et al., 2019). Complementar ao 

teste de MN, as análises de demais anormalidades nucleares eritrocitárias (ENAs) são 

incluídas nas avaliações de genotoxicidade, fornecendo evidências sobre os potenciais efeitos 

mutagênicos de agentes químicos, físicos e biológicos (Schaumburg et al., 2016; Russo e 

Degrassi, 2018; Lopes et al., 2021). 

Análises histopatológicas de órgãos essenciais como o fígado e encéfalo também 

desempenham um papel vital para estudos ecotoxicológicos. O fígado em animais 

ectotérmicos apresenta tanto os hepatócitos quanto células melanomacrófagos que atuam na 

limpeza do organismo auxiliando nos processos inflamatórios, na remoção de eritrócitos 

velhos e na transformação de substâncias e/ou moléculas estranhas para sua excreção (Steinel 

e Bolnick, 2017; Lopes et al., 2021). Com relação ao encéfalo, muitas vezes ignorado em 

estudos de ecotoxicidade, a ocorrência de comportamentos neurotóxicos está intimamente 

relacionadas ao acúmulo de agrotóxicos no cérebro e o comprometimento deste tecido pode 

levar à redução de sua função, alterando fisiologia e o comportamento (Lakshmaiah, 2017).  

Alterações genéticas e/ou histopatológicas hepáticas e cerebrais já foram evidenciadas 

em diversos estudos com répteis (López González et al. 2017; Mesak et al. 2019, Araújo et 

al., 2019; De-Oliveira et al., 2020, Verderame e Scudiero, 2019, Lopes et al. 2021), no 

entanto, pouco se sabe sobre os reais impactos biológicos advindos da exposição indireta de 

agrotóxicos e sua associação na saúde de répteis aquáticos. Sendo o glifosato e fipronil os 

agrotóxicos mais utilizados no Brasil e no mundo (Simon-Delso et al., 2015; Beckie et al., 

2020) e frequentemente encontrados em corpos hídricos (Chaulet et al., 2019, Agostini et al., 

so2020), objetivou-se investigar os potenciais efeitos mutagênico, hepatóxico e neurotóxico 

em neonatos de P. expansa expostos a substrato contaminado com diferentes concentrações 

de glifosato e/ou fipronil durante incubação artificial.  

 

5.2. Material e Métodos 

 

5.2.1. Coleta de Materiais Biológicos 
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A incubação dos ovos durou 54 dias e, após o período de eclosão, os recém-eclodidos 

foram mantidos durante cinco dias dentro das incubadoras em bandejas com água. Os 

neonatos de P. expansa foram submetidos a contenção física e anestesiados seguindo os 

critérios propostos pela American Society of Ichthyologists and Herpetologists. Por meio de 

uma agulha de seringa esterilizadas (13x 0,30 comprimento - 30G ½ descartável), procedeu-se 

a coleta de 30μl de sangue periférico do seio venoso supraoccipital (Medeiros, 2012). Em 

seguida, foram realizados esfregaços sanguíneos em lâminas previamente higienizadas (três 

lâminas por animal – n=15/grupo) para análise de micronúcleos e demais anormalidades 

nucleares eritrocitárias. 

A eutanásia foi realizada conforme previsto na resolução do Conselho Federal de 

Medicina Veterinária nº 1000/2012, mediante sobredose de tiopental sódico (Thiopentax®, 

Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil), administrado por via 

intracelomática (CONCEA, 2018). Imediatamente após a eutanásia, fígado e cérebro foram 

coletados para histopatologia.  

 

5.2.1.1. Teste de micronúcleo e outras anormalidades nucleares eritrocitárias 

A análise de eritrócitos circulantes periféricos maduros foi realizada em cinco 

neonatos de cada tratamento (n=5) para avaliação da mutagenicidade de indivíduos expostos 

as formulações comerciais de glifosato e/ou fipronil. Três esfregaços foram obtidos de cada 

amostra com 10μL de sangue por lâmina limpa. Após sua total secagem (24 horas), essas 

lâminas foram fixadas em álcool metílico absoluto, secas a temperatura ambiente (29° C) e 

coradas com Giemsa em tampão fosfato (pH 6,8) na proporção de 1:10, durante 3 minutos. Os 

critérios para identificação de um micronúcleo (MN) foram estabelecidos por Fenech (2000) e 

empregados por Lopes et al. (2021): (i) a intensidade de um MN deve ser semelhante à do 

núcleo principal, mas com o diâmetro de um terço desse núcleo; (ii) o MN deve ser redondo, 

com membrana nuclear, desconectado do núcleo principal e (iii) localizado dentro do 

citoplasma e não se sobrepõe ao núcleo principal. Além dos NMs, foi identificado um 

conjunto de anormalidades nucleares eritrocitárias (ENAs), seguindo Mesak et al. (2019): 

núcleos com brotamentos, eritrócitos binucleados, núcleos reniformes, constrições simétricas 

e assimétricas, núcleos multilobados, núcleos deslocados e núcleos entalhados. Todas as 

lâminas foram analisadas em microscópio óptico com lente de imersão em um aumento de 

100x por um único pesquisador. Foram analisados 6.000 eritrócitos circulantes por indivíduo 

(2.000/lâmina). As análises foram realizadas de maneira aleatória e não foram considerados 

eritrócitos sobrepostos.  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749121014937?casa_token=XhaeenoFFKMAAAAA:ovgtrlJ2pF_IQqSiM4sPyN_6PEfiayFsSgPBOtpc2emxuheXU_XvC37ejrF_h0pQoHDjnbFJL1N3#bib25
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5.2.1.2. Histopatologia hepática e cerebral 

Para a análise histopatológica, fígados e encéfalos de cinco neonatos de P. expansa  

(n=5) foram extraídos de cada grupo experimental. Seguindo protocolo de Behmer et al. 

(1976), amostras deste material foram fixadas em formaldeído tamponado a 10% com fosfato 

(0,1M, pH 7,2) por 24 horas, seguido da adição em álcool 70% e submetidos ao processo de 

inclusão em parafina. Após inclusão, os órgãos foram cortados (5µm de espessura), 

depositados em lâminas microscópicas e corados com Hematoxilina-eosina para avaliação em 

microscopia óptica. As lâminas foram examinadas qualitativamente para a presença das 

seguintes alterações estruturais teciduais: esteatose, congestão, infiltrado inflamatório e 

necrose (Moura, 2009; Firmiano, 2013). De acordo com a sua presença no tecido, foi 

categorizado quatro estágios de alterações: tecidos sem alteração (1), alteração discreta (2), 

alteração moderada (3) e alteração acentuada (4).  

 

5.2.2. Análise estatística 

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analisar a normalidade dos dados 

para todas as análises. Em sequência foi utilizado o teste de Análise de Variância (ANOVA) 

com post-hoc de Tukey ou o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn 

por meio do software SYSTAT 10.2 (Wilkinson, 1990). Para análise das anormalidades 

nucleares eritrocitárias foi empregado também o teste de Mann-Whitney para comparação 

entre duas amostras independentes. Para todas as análises, as diferenças foram consideradas 

significativas ao nível de 5% de significância. Os gráficos foram confeccionados no Microsoft 

Excel 2013. As imagens foram escaneadas com o auxílio do scanner de lâminas Scanscope 

AT Turbo, analisadas por meio do softwate Aperio ImageScope 12.4.3 e a confecção das 

figuras foi realizada por meio do software CorelDraw 2018 (64-Bit). 

 

5.3. Resultados  

 

5.3.1. Mutagenicidade 

A frequência de eritrócitos normais foi significantemente diferente apenas entre o 

grupo controle e G1 (U=78.000; p= 0,034) (Tabela 5-1). Com relação a frequência de MNs, o 

grupo experimental F1 diferiu em comparação com controle (U=18.000; p=0,017). Dentre as 

demais ENAs, houve maior frequência de núcleos com brotamento em G1 (U=23.500; 

p=0,045) e deslocados em GF1 (U=10.000; p=0,004) quando comparados ao grupo controle, 
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sendo o núcleo com brotamento, deslocado e entalhado, as anormalidades mais presentes nas 

análises (Figura 5-1). 

 

Tabela 5-1. Frequência (média ± erro padrão) de micronúcleos e outras anormalidades 

nucleares eritrocitárias evidenciadas em recém-eclodidos de Podocnemis expansa expostos ou 

não - in ovo - ao glifosato e fipronil (isoladamente ou em combinação).  

*Diferença estatística em relação ao grupo controle de acordo com o Teste de Kruskal-Wallis com comparações 

entre duas amostras utilizando o teste de Mann-Whitney, com nível de significância de 5%. Tratamentos: G1- 

glifosato 65µg/L; G2- glifosato 6500µg/L; F1- fipronil 4µg/L; F2- fipronil 400µg/L; GF1- glifosato 65µg/L 

associado ao fipronil 4µg/L; GF2- glifosato 6500µg/L associado ao fipronil 400µg/L. 

 

 

Figura 5-1: Anormalidades nucleares eritrocitárias identificadas em neonatos P. expansa expostos ou não ao 

glifosato e fipronil, isoladamente ou em combinação, em incubação artificial. A- Fotomicrografia representativa 

dos eritrócitos; B- Eritrócito normal; C- Núcleo com brotamento; D- Eritrócito binucleado; E- Núcleo reniforme; 

F- Constrição simétrica; G- Constrição assimétrica; H- Núcleo multilobado; I- Núcleo deslocado; J- Núcleo 

entalhado; K- Núcleo deslocado; L- Eritrócito micronucleado. Escala: 60µm. 

 

A frequência total de ENAs diferiu significantemente no grupo experimental G1 com 

relação ao grupo controle (U=22.000; p=0=0,034) (Figura 5-2). Diferenças significativas 

Anormalidades nucleares Controle  G1 G2 F1 F2 GF1 GF2 

Eritrócito normal 90.79 ± 1.60 86.56 ±1.52* 89.05 ± 2.45 89.04 ± 0.82 92.67 ± 0.82 88.45±2.61 89.43 ± 0.96 

Núcleo com brotamento 2.94 ± 0.51 4.65 ± 0.73* 3.61 ± 1.01 3.51 ±  0.62 2.32 ± 0.32 2.65 ± 0.54 2.83 ± 0.01 

Eritrócito binucleado 0.02 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.01 ±  0.01 0.03 ± 0.01 0.03 ± 0.01 0.01 ± 0.01 

Núcleo reniforme 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.01 ±  0.01 0.02 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.05 ± 0.03 

Constrição simétrica  0.02 ± 0.01 0,02 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.04 ±  0.01 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.03 ± 0.01 

Constrição assimétrica  0.03 ± 0.01 0.07 ± 0.03 0.03 ± 0.01 0.09 ±  0.03 0.03 ± 0.01 0.05 ± 0.03 0.03 ± 0.01 

Núcleo multilobado  0.99 ± 0.19 1.08 ± 0.17 1.16 ± 0.33 1.18 ±  0.22 0.77 ± 0.15 1.10 ± 0.29 0.71 ± 0.14 

Núcleo deslocado 1.20 ±0.20 1.53 ± 0.19 0.95 ± 0.18 1.49 ± 0.25 0.91 ± 0.17 2.86 ± 0.54* 2.29 ± 0.54 

Núcleo entalhado 3.93 ± 0.84 5.86 ± 0.77 5.32 ± 1.17 4.86 ±  0.50 3.09 ± 0.42 3.48 ± 1.04 4.47 ± 0.76 

Eritrócito micronucleado 0.01 ± 0.01 0.07 ± 0.03 0.03 ± 0.01 0.09 ±  0.02* 0.08 ± 0.03 0.03  ±0.01 0.05 ± 0.02 
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foram encontradas também entre G1 e F2 (U=9.000; p=0,002) e entre F1 e F2 (U=77.500; 

p=0,008).  

 

Figura 5-2: Frequência total de anormalidades nucleares eritrocitárias em neonatos de Podocnemis expansa 

expostos ou não ao glifosato e fipronil, isoladamente ou em combinação, em incubação artificial. As barras 

indicam a média + erro padrão. Os tratamentos com letras distintas diferem significativamente a nível de 5% 

pelo teste de Kruskal-Wallis com comparações entre duas amostras utilizando o teste de Mann-Whitney. 

Tratamentos: G1- glifosato 65µg/L; G2- glifosato 6500µg/L; F1- fipronil 4µg/L; F2- fipronil 400µg/L; GF1- 

glifosato 65µg/L associado ao fipronil 4µg/L; GF2- glifosato 6500µg/L associado ao fipronil 400µg/L. 

  

5.3.2. Histopatologia hepática e cerebral 

A estrutura do tecido hepático dos neonatos de P. expansa do grupo controle 

apresentaram alterações estruturais teciduais para congestão, infiltrado inflamatório e necrose 

classificadas como sem alteração (1) e alteração discreta (2) (Figura 5-3).  Com relação a 

esteatose, a mesma foi considerada como acentuada, sendo estatisticamente semelhantes ao 

demais grupos tratados com agrotóxicos. 
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Figura 5-3: Alterações estruturais teciduais em fígado de neonatos de Podocnemis expansa expostos ou não ao 

glifosato e fipronil, isoladamente ou em combinação, em incubação artificial. De acordo com a histopatologia no 

tecido, foi categorizado quatro estágios de alterações: tecidos sem alteração (1), alteração discreta (2), alteração 

moderada (3) e alteração acentuada (4). As barras indicam a média + erro padrão. Os tratamentos com letras 

distintas diferem significativamente a 0,05 pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Tratamentos: G1- glifosato 

65µg/L; G2- glifosato 6500µg/L; F1- fipronil 4µg/L; F2- fipronil 400µg/L; GF1- glifosato 65µg/L associado ao 

fipronil 4µg/L; GF2- glifosato 6500µg/L associado ao fipronil 400µg/L. 

 

Análises histopatológicas do fígado revelaram diferença com relação as alterações 

estruturais de congestão entre o grupo controle e o contaminante fipronil exposto 

isoladamente nas duas concentrações (F1– p=0.007 e F2- p= 0.005), além de G2 (p= 0.046) e 

GF1 (p= 0.007). Com relação ao infiltrado inflamatório, o grupo controle diferiu apenas de F1 

e F2 (p= 0.021 e p= 0.039, respectivamente) (Figura 5-4). Nenhum tratamento apresentou 

alterações de necrose no tecido hepático. 
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Figura 5-4: Alterações histológicas em fígado de neonatos de Podocnemis expansa expostos ou não ao glifosato 

e fipronil, isoladamente ou em combinação, em incubação artificial. (A) e (B) - Congestão nos vasos (setas) no 

grupo F2 (fipronil 400µg/L) e GF1(glifosato 65µg/L associado ao fipronil 4µg/L), respectivamente. (C) e (D) - 

Infiltrado inflamatório com presença de heterófilos (asteriscos) no grupo F1 (fipronil 4µg/L) e F2 (fipronil 

400µg/L), respectivamente. Escala: (A) e (C) 300µm; (B) e (D) 200 µm. 

 

Com relação ao encéfalo, a estrutura do tecido cerebral dos neonatos de P. expansa do 

grupo controle não apresentaram nenhuma alteração estrutural tecidual para esteatose, 

congestão, infiltrado inflamatório e necrose (Figura 5-5).   
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Figura 5-5: Alterações estruturais teciduais em encéfalo de neonatos de Podocnemis expansa expostos ou não 

ao glifosato e fipronil, isoladamente ou em combinação, em incubação artificial. De acordo com a histopatologia 

no tecido, foi categorizado quatro estágios de alterações: tecidos sem alteração (1), alteração discreta (2), 

alteração moderada (3) e alteração acentuada (4). As barras indicam a média + erro padrão. Os tratamentos com 

letras distintas diferem significativamente a 0,05 pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Tratamentos: G1- 

glifosato 65µg/L; G2- glifosato 6500µg/L; F1- fipronil 4µg/L; F2- fipronil 400µg/L; GF1- glifosato 65µg/L 

associado ao fipronil 4µg/L; GF2- glifosato 6500µg/L associado ao fipronil 400µg/L. 

  

Em análise histopatológicas do encéfalo, verificou diferença com relação as alterações 

estruturais de congestão e necrose (Figura 5-6). Na congestão, o grupo controle diferiu apenas 

de GF2 (p = 0.003), enquanto que para a necrose o controle diferiu apenas de F2 (p = 0.002). 

Nenhum tratamento apresentou alterações de esteatose e infiltrado inflamatório em análises 

do encéfalo. 

 

0

1

2

3

4

Controle G1 G2 F1 F2 GF1 GF2

H
is

to
p

at
o

lo
gi

a 
d

e 
En

cé
fa

lo

ESTEATOSE CONGESTÃO INFILTRADO NECROSE

a

c

a

a a

a

a

b

c c c c

d

c



93 
 

 

Figura 5-6: Alterações histológicas em encéfalo de neonatos de Podocnemis expansa expostos ou não ao 

glifosato e fipronil, isoladamente ou em combinação, em incubação artificial. (A) e (B) - Congestão nos vasos 

(setas) no grupo e GF2 (glifosato 6500µg/L associado ao fipronil 400µg/L). (C) e (D) - Necrose (pontas de setas) 

no grupo F2 (fipronil 400µg/L). Escala: (A) e (C) 300µm e (B) e (D) 200µm. 

 

5.4. Discussão  

 

5.4.1. Mutagenicidade 

Os resultados do presente estudo evidenciam que a aplicação do teste de MN e outras 

ENAs em ensaios toxicológicos são parâmetros úteis na avaliação da ação mutagênica do 

glifosato Atar 48 e fipronil Regent 800WG em neonatos de P. expansa. Essa toxicidade é 

corroborada por demais trabalhos nos quais foram demonstrados efeitos genotóxicos e 

mutagênicos em exposição de répteis a contaminantes durante a incubação dos ovos. Com 

relação ao glifosato, Schaumburg et al. (2016) verificaram que a exposição embrionária de 

neonatos de Salvator merianae ao Roundup® (superiores a 100μg/ovo em aplicação tópica 

nos ovos) resultou em aumento significativo de MN e ENAs em todas as concentrações 

testadas. López González et al. (2017) evidenciaram um aumento significativo na frequência 

de micronúcleo em eritrócitos de Caiman latirostris expostos a formulações de PanzerGold® 

e Roundup® Full II (500, 750, 1000µg/ovo por 70 dias) também em aplicação tópica através 

do casca de ovo. Outros estudos com a espécie C. latirostris (exposição in ovo) verificaram 

aumento na frequência de micronúcleo e danos em eritrócitos quando as concentrações de 

glifosato aumentavam, reforçadas por alterações enzimáticas e metabólicas (Poletta et al., 
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2009; Poletta et al., 2011). Com relação ao fipronil, De-Oliveira et al. (2020) verificaram que 

a sua exposição (4 e 400µg/L), bem como de glifosato (65 e 6500µg/L) e atrazina (2 e 

200µg/L) isoladamente, causaram morfotoxidade eritrocitária e efeito aneuploidogênico em 

neonatos de dez dias de P.expansa expostos durante incubação artificial dos ovos.  

A detecção de anormalidades em eritrócitos fornece um índice de dano genético 

acumulado durante a vida das células, e sua formação pode representar um processo por meio 

do qual as células eliminam qualquer material genético amplificado do núcleo (Shimizu et al. 

1998, Mesak et al. 2020). O acúmulo de danos no DNA pode ocorrer por meio de um 

aumento no número de eventos que danificam o material genético ou devido a uma 

diminuição na capacidade de reparo do DNA e/ou sistema antioxidante (Marques et al., 2014; 

Schaumburg et al., 2016). Com relação aos agrotóxicos, por exemplo, mecanismos de reparo 

de DNA mostraram ser suscetíveis a ações inibitórias associadas a níveis mais elevados de 

constituintes do glifosato e de seus metabólitos, aumentando o dano ao DNA mesmo após o 

término de sua exposição (Cavaş e Könen, 2007; Marques et al., 2014). 

Alterações eritrocitárias como MNs, núcleo com brotamento e deslocado (encontradas 

em F1, G1 e GF1, respectivamente) cujas frequências individuais foram significativamente 

maiores em relação ao controle, estão associadas a processos carcinogênicos e a impactos 

negativos na reprodução, crescimento e sobrevivência dos indivíduos afetados (De-Oliveira et 

al., 2020). Os MNs podem resultar tanto da fragmentação dos cromossomos quanto das 

disfunções no aparelho do fuso mitótico, o que acarreta atraso do estágio de anáfase e a 

incorporação dos cromossomos inteiros e fragmentados no núcleo das células filhas durante a 

divisão celular (Fenech 2000; Mesak et al. 2019).  Sua frequência é o resultado do equilíbrio 

dinâmico entre a formação de células micronucleadas e sua eliminação (Oliveira et al., 2010; 

Polard et al., 2011; Schaumburg et al., 2016). Núcleos com brotamento, por sua vez, assim 

como núcleos reniformes, multilobulados e constritos assimétricos/simétricos representam 

diferentes precursores dos MNs ou fenômenos binários (Crott e Fenech, 2001; Mesak et al. 

2020; De-Oliveira et al., 2020). 

A presença anormal de núcleos eritrocitários deslocados no citoplasma das células 

encontrados em GF1, embora pouco comum em répteis, já foi relatada em estudos envolvendo 

neonatos de P. expansa expostos a nanopartículas de óxido de zinco (NPs ZnO) (Araújo et al., 

2019) e ao glifosato e atrazina (De-Oliveira et al., 2020). Sabe-se que elementos estruturais 

citoesqueléticos mantêm o núcleo na posição central dos eritrócitos, sendo que sua 

rotação/deslocamento pode ter ocorrido por alterações nas proteínas ou nos mecanismos que 

formam os microtúbulos, microfilamentos e/ou filamentos intermediários em decorrência da 
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exposição aos contaminantes, cujos mecanismos de ação podem estar relacionados à 

excessiva produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Mesak et al. 2020; De-Oliveira et 

al., 2020). De acordo com esses autores, a indução do estresse oxidativo pela exposição ao 

glifosato é bem documentada em diferentes modelos animais, incluindo animais do grupo dos 

répteis, reforçando essa hipótese (Burella et al., 2018; Lajmanovich, et al., 2019; Hussain et 

al., 2019; Bali et al., 2019; Turkmen et al., 2019). Apesar de não ter sido evidenciada em suas 

duas concentrações isoladas (G1 e G2), chama-se a atenção que a contaminação utilizado no 

presente estudo foi indireta, por meio do substrato contaminado, o que pode ter minizado a 

toxidade deste composto para os organismos alvos. Com relação a binucleação, com 

resultados não significativos no presente estudo, a mesma representa um indicador de divisão 

celular anormal devido ao bloqueio de citocinese, o que pode levar ao desequilíbrio genético 

em células e estar envolvida na carcinogênese (Çavas et al. 2005; Yasui et al. 2015). 

A presença de MNs e outras anormalidades nucleares eritrocitárias encontradas apenas 

nas menores concentrações testadas, isoladamente e em associação, ressalta a ausência de 

efeitos dependentes da dose exposta aos contaminantes. Resultado semelhante foi encontrado 

por De-Oliveira et al., (2020), onde os autores verificaram aumento significativo na 

frequência individual de núcleos multilobulados, deslocados e entalhados em neonatos de P. 

expansa, sobretudo em doses baixas de glifosato, fipronil e atrazina.  

A exposição a contaminantes durante estágios críticos de desenvolvimento pode ter 

consequências graves e permanentes evidenciadas no decorrer da vida desses animais (Burella 

et al., 2016). Frequentemente os primeiros estágios de vida de organismos ovíparos exibem 

maior grau de sensibilidade toxicológica à contaminantes químicos se comparados com 

adultos (López González et a., 2017). Isso ocorre sobretudo devido a imaturidade dos 

sistemas de reparo e desintoxicação, o que pode aumentar a suscetibilidade de alguns filhotes 

a fatores que afetam sua sobrevivência, como a resposta a diferentes tipos de infecções ou 

estresse induzido por contaminantes (López González et al., 2017). Para filhotes de P. 

expansa recém eclodidos, a aptidão individual é extremamente importante, pois tal 

característica garante a possibilidade de atingir o ambiente aquático e de crescimento (Mesak 

et al. 2020).  

Ovos de P. expansa precisam de 47 a 64 dias para eclodir na natureza e muitas vezes 

os recém-nascidos mais jovens permanecem nas câmaras dos ninhos por vários dias até que o 

saco vitelino seja absorvido (Kuchling 1999; Gomes e Ferreira Júnior, 2011; Magalhães, 

2017; Simoncini et al., 2019). Após esse período, os recém-nascidos emergem dos ninhos e 

enfrentam uma longa jornada para chegar à água doce (Cantarelli et al. 2014). Assim, 
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alterações nucleares como as evidenciadas neste estudo podem levar à morte celular, 

instabilidade genômica ou ao câncer. Essas consequências podem afetar a sobrevivência, 

reprodução, ou herança genética de tartarugas expostas ao contaminante (Mesak et al. 2019). 

De acordo com López González et al. (2017) o uso e abordagem das análises de MN e ENAs 

reflete também potenciais alterações na cinética celular, metabolismo, perfil estrutural dos 

núcleos dos eritrócitos e eventos de estabilidade genômica, que podem fornecer informações 

valiosas sobre o estágio de progressão de algumas doenças degenerativas auxiliando 

significativamente no diagnóstico preditivo precoce. 

 

5.4.2. Histopatologia hepática  

Embora alguns estudos tenha relatado os riscos da contaminação de organismos não-

alvos associados ao uso dos contaminantes glifosato e fipronil (Verderame e Scudiero, 2019; 

Zhang et al. 2019; Chen et al., 2020; Mestre et al., 2019; De-Oliveira et al., 2020; Lopes et al. 

2021), os resultados descritos neste estudo fornecem a primeira evidência do efeito tóxico 

hepático e cerebral destes agrotóxicos em répteis aquáticos. Geralmente sensível a 

contaminantes ambientais, a alteração hepática exerce impacto significativo na saúde dos 

animais, visto que além de ser um órgão vital do metabolismo, o fígado também é 

considerado um órgão imunológico (Shimpi et al., 2017). Sendo assim, alterações neste órgão 

podem comprometer demandas energéticas e metabólicas, sendo que o estado nutricional 

hepático pode ser considerado um indicador geral de saúde a curto prazo (Everaarts et al., 

1993; Zhang et al. 2019). 

Análises histopatológicas hepáticas de neonatos de P. expansa apresentaram as 

alterações estruturais teciduais de congestão nos grupos tratados com fipronil isoladamente 

(F1 e F2), glifosato (G2) e associação de ambos os agrotóxicos (GF1). Também denominada 

de congestão passiva ou hiperemia passiva, essa alteração consiste no aumento local do 

volume de sangue devido a uma redução de um fluxo sanguíneo no tecido (Kumar et al., 

2010). Nessa situação, há a ocorrência de estase de glóbulos vermelhos e acúmulo de 

hemoglobina desoxigenada, o que frequentemente leva ao edema (Kumar et al., 2010). Com 

relação ao infiltrado inflamatório, houve alterações estruturais hepáticas apenas nos grupos 

tratados isoladamente com fipronil (F1 e F2). Denominada também de infiltrado celular, essa 

alteração é composta predominantemente por macrófagos, linfócitos e plasmócitos, 

dependendo do agente ou substância incitante e da duração do processo inflamatório, e pode 

apresentar um padrão de distribuição perivascular em muitos tecidos (Zachary, 2018). 
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Os resultados referentes a hepatotoxicidade causada sobretudo pelo inseticida fipronil 

corroboram outros estudos com exposição a este contaminante. Peveling e Demba (2003) 

evidenciaram alteração da proporção fígado e/ou gordura corporal do lagarto Acanthodactylus 

dumerili (30μg/g de peso corporal, dose única) expostos ao fipronil Adonis®, via presa 

contaminada ou instilação do estômago. Em peixes, efeitos histológicos e fisiológicos, como 

aumento da atividade da superóxido dismutase hepática em Cyprinus carpio (Clasen et al., 

2012), cariorrexe, hipertrofia hepatocelular, hipertrofia nuclear, agregadosde 

melanomacrófagos e contração da veia central em Cyprinus carpio (Qureshi et al., 2016) e 

alteração das atividades das enzimas antioxidantes da truta arco-íris Oncorhynchus mykiss 

(Uçar et al., 2021), reforçam o potencial efeito toxicológico do fipronil no meio aquático.  

Com relação aos efeitos do glifosato na histopatologia do fígado de neonatos P. 

expansa, verificou-se que o herbicida apresentou toxicidade apenas com relação a congestão 

em G2 e GF1. Apesar de muitos estudos alertarem sobre os riscos associados ao uso e a 

exposição de herbicidas à base de glifosato, suas consequências para a saúde animal ainda é 

uma questão de debate (IARC, 2015; Williams et al., 2016a; Williams et al., 2016b). Em 

trabalho de Verderame e Scudiero (2019) os autores verificaram perda das funções 

fisiológicas do fígado e quadro hepático grave com degeneração e aparecimento de formações 

fibróticas advindas da exposição ao glifosato puro (0,05 e 0,5μg/kg de peso corporal – 3 

semanas) em lagarto Podarcis siculus. Em girinos de Dendropsophus minutus, alterações 

teciduais hepáticas como vacuolização dos hepatócitos, presença de núcleos hipercromáticos, 

aumento da pigmentação do melanomacrófago, esteatose e infiltração inflamatória, que 

podem refletir degeneração hepatocelular irreversível, foram encontradas após a exposição 

aguda (96 horas) ao herbicida glifosato (65, 130, 260 e 520μg/L) e ao surfactante 

polioxietileno amina - POEA (1,25, 2,5, 5 e 10μg/L) mesmo nas baixas concentrações dos 

pesticidas (Lopes et al. 2021). Em peixes, a exposição ao glifosato a curto (2,5, 5 e 10 mg/L - 

96 horas) e longo prazo (2,5 e 5mg/L- 21 dias) em juvenis de Oncorhynchus mykiss 

desencadearam lesão histopatológica do fígado como degenerações moderada e fibrose (Topal 

et al., 2015) e em Poecilia reticulata houve alterações regressivas, como esteatose, núcleos 

picnóticos, alta distribuição de fibras colágenas e células degeneradas após a exposição ao 

glifosato (1,8mg/L – 24 horas; e 35mg/L – 96 horas) (Dos Santos et al. 2017; Antunes et al. 

2017).  

Tendo em vista os resultados aqui apresentados, infere-se que os efeitos nocivos do 

glifosato dependem sobretudo da via de contaminação, duração da exposição (crônica ou 

aguda) e concentração do tóxico. No presente estudo, a poluição ocorreu de via indireta, por 
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meio da contaminação do substrato de incubação dos ovos, em contraste com os demais 

trabalhos apresentados onde a exposição se deu de forma direta com a administração oral dos 

herbicidas (Verderame e Scudiero, 2019) ou em contato direto com a água contaminada 

(Topal et al., 2015; Dos Santos et al., 2017; Antunes et al., 2017). Chama-se a atenção ainda a 

barreira calcaria formada pela casca, que pode ter servido como barreira de proteção para os 

embriões contra a exposição ao glifosato, o que poderia explicar os poucos efeitos 

hepatotóxicos do glifosato no presente estudo. 

As alterações estruturais de esteatose encontradas no tecido hepático de todos os 

tratamentos, incluindo o controle, podem ter ocorrido devido ao estudo ter sido realizado com 

neonatos de cinco dias de P. expansa, os quais possuíam reservas de vitelo que ainda não 

haviam sido absorvidas. Do ponto de vista metabólico, os Testudines recém eclodidos 

consomem grandes quantidades de combustíveis energéticos, como os lipídios, já nos 

primeiros dias após emergência dos ninhos e, para satisfazer suas necessidades metabólicas 

ocorre mobilização de suas fontes vitelínicas, já que sua principal fonte de lipídios está 

presente no vitelo residual (Duncan et al., 2012). No entanto, sabe-se que alterações lipídicas 

hepáticas estão frequentemente relacionadas a exposição a contaminantes, pelo aumento da 

peroxidação lipídica, que pode levar a danos celulares, acúmulo de lipídios e apoptose das 

células (Dornelles e Oliveira, 2013; Ortiz-Ordoñez et al., 2016; Bach et al., 2018; Riaño et al., 

2020). 

Nos resultados obtidos não foi observado sinergismo na associação dos agrotóxicos. 

Em análise da histopatologia do fígado de neonatos de P. expansa, o fipronil apresentou 

maior toxicidade que o glifosato, e pode estar ocorrendo antagonismo entre esses dois 

agrotóxicos visto que a exposição a ambos os contaminantes em sua maior concentração 

(GF2) não resultou em diferença significativa na análise de congestão. Efeitos antagônicos em 

misturas de pesticidas podem ser causados pela associação entre as moléculas do composto, o 

que diminuiu sua biodisponibilidade. Nesse caso, ocorre uma indução da atividade enzimática 

causada pelo herbicida e o consequente aumento da biotransformação do inseticida 

(Cedergreen, 2014; Mansano, 2020). No entanto, a ausência de alterações na concentração 

mais alta do grupo associação (GF2) pode ter ocorrido devido à desintoxicação e função 

metabólica hepática (Sozen et al., 2015), visto que o estresse oxidativo no fígado causado por 

contaminantes pode induzir um aumento drástico na atividade enzimática, causando um 

estado de defesa do orgão para se preservar do dano oxidativo (Zhang et al. 2019). 

  

5.4.3. Histopatologia cerebral 
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As análises histopatológicas do encéfalo de neonatos de P. expansa expostos ao 

fipronil revelam danos consideráveis, sugerindo que esse inseticida apresenta maior 

toxicidade em comparação ao herbicida glifosato. Tanto o fipronil em sua maior concentração 

(F2) quanto sua associação ao glifosato (GF2) apresentaram alterações estruturais teciduais de 

necrose e congestão, respectivamente, confirmando que as respostas histopatológicas são 

dependentes não só da duração do período de exposição mas sobretudo da concentração dos 

pesticidas. 

Embora o encéfalo frequentemente não seja considerado um órgão vital na maioria dos 

estudos, ele pode ser um órgão-alvo para o fipronil (Ardeshir et al., 2017). Clasen et 

al. (2012) relataram aumento da peroxidação lipídica no cérebro da carpa Cyprinus carpio 

após 90 dias de exposição a uma formulação comercial contendo fipronil e Ardeshir et al. 

(2017) verificaram alterações na distribuição das células purkinje na camada ganglionar do 

cerebelo de peixes Rutilus frisii expostos a este inseticida (632mg/kg por injeção via 

intraperitoneal). Estes autores observaram ainda o comportamento de natação semicircular e 

tremores musculares como sinal clínico nos peixes expostos e sugerem correlação entres essas 

alterações.  

A necrose cerebral encontrada nos encéfalos de neonatos de P. expansa expostos a 

maior concentração do fipronil (F2) pode ser comparável ao infarto seguido de oclusão 

vascular (Lakshmaiah, 2017). Neste caso, quando uma artéria que supre o SNC é subitamente 

obstruída, o fornecimento de sangue para as células no centro da área infartada é rapidamente 

interrompido e, se isto for mantido por um período suficiente, todas as células morrem 

(Zachary, 2018). Evidenciada em outros estudos neurotóxicos (Basanta e Mukherjee, 2000; 

Ayoola e Ajani, 2008; Pugazhvendan et al. 2009; Lakshmaiah, 2017), esse comprometimento 

do tecido por mudanças patológicas de uma determinada região cerebral pode levar à redução 

de sua função particular, alterando funções comportamentais e fisiológicas dos animais 

(Lakshmaiah, 2017). Dentre elas, dificuldade respiratória, perda de equilíbrio, natação 

errática, tremores, convulsões, calafrios musculares, escurecimento e edemas já foram 

relatadas por autores como consequências de alterações neuronais por exposição a substâncias 

químicas (Pugazhvendan et al., 2009; Ardeshir et al., 2017; Lakshmaiah, 2017).  

A toxicidade do fipronil em invertebrados resulta de sua capacidade de bloquear os 

canais de cloreto dependentes do ácido gama-aminobutírico (GABA) dos neurônios no 

sistema nervoso central (Chaulet et al, 2019). No entanto, não se conhece os mecanismos de 

ação desse inseticida em um sistema mais complexo, como o sistema neural de vertebrados. 

Além da dose e do tempo de exposição, a via de administração pode afetar o grau de 
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toxicidade (Ardeshir et al., 2017). Estudos realizados sobre a toxicocinética do fipronil em 

exposição aquática em trutas arco-íris Pimephales promelas (Pickford et al., 2003) e rãs 

verdes Pelophylax kl. esculentus (Reynaud et al., 2012) demostraram que esse inseticida pode 

ser facilmente absorvido e distribuído para a maioria dos órgãos. Após a exposição, o fipronil 

é absorvido pela corrente sanguínea e transferido diretamente para o fígado, que possui 

potencial poder de desintoxicação (Carbis et al., 1996). Mesmo considerando sua taxa de 

eliminação do corpo do animal, o fipronil é transportado pelo sangue não oxigenado para o 

coração e bombeado para as guelras/pulmões, onde por fim, o sangue oxigenado contendo o 

contaminante e seus metabólitos circula por todo o corpo (Ardeshir et al., 2017). 

Muitas vezes negligenciado em estudos de ecotoxicidade, a ocorrência de 

comportamentos neurotóxicos e a diminuição do índice cerebral em répteis estão intimamente 

relacionados ao acúmulo de agrotóxicos no cérebro (Zhang et al., 2019). A exposição em 

lagartos Eremias argus por via oral em dose única do miclobutanil (20 mg/kg de peso 

corporal) resultou em diferenças nos níveis deste fungicida entre os diferentes tecidos 

analisados, sendo que sua concentração diminuía na ordem de estômago> fígado> pulmão> 

sangue> testículo > rim> coração> cérebro (Chen et al. 2017). Apesar do tecido neural 

apresentar a menor toxidade entre os elementos analisados e nenhum sinal neurológico ter 

sido observado nos animais após a contaminação, os autores ressaltam que mesmo em 

pequena concentração, o resíduo de pesticida no tecido cerebral indica que o miclobutanil 

ultrapassou a barreira hematoencefálica. A neurotoxicidade de inseticidas a base de 

neonicotinóides foi verificada também em exposição oral aguda subcrônica por 28 dias em 

lagartos chineses (Eremias argus) (Wang et al., 2019). De acordo com os resultados, o 

pesticida dinotefurano apresentou forte persistência no cérebro, ao contrário de tiametoxam e 

imidacloprid, que foram rapidamente absorvidos e excretados pelos lagartos. Com relação aos 

agrotóxicos glifosato e fipronil, não há trabalhos referentes ao acúmulo destes pesticidas no 

cérebro de répteis. 

Os resultados do presente estudo são biologicamente relevantes e trazem informações 

importantes sobre a ecotoxicologia de répteis aquáticos. O potencial mutagênico, hepatóxico e 

neurotóxico dos agrotóxicos comerciais Glifosato Atar 48® e Fipronil Reagent® 800WG 

evidenciados pela frequência de MNs, ENAs e alterações estruturais teciduais na 

histopatologia do fígado e encéfalo podem induzir mudanças significativas no metabolismo, 

fisiologia, comportamento e até mesmo na sobrevivência de P. expansa, visto que não se sabe 

as reais consequências desses efeitos no desenvolvimento deste animal. Estudos futuros 

envolvendo estágios diferentes de desenvolvimento e o biomonitoramento de regiões 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/toxicokinetics
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/detoxification
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/pesticide-residue
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naturalmente expostas simultaneamente a esses pesticidas são necessários para melhor 

compreender os efeitos destes contaminantes nesta espécie. 

 

5.5. Conclusões 

 

O uso do teste MNs em conjunto com ENAs demonstraram ser ferramentas sensíveis 

para determinar o potencial mutagênico de formulações comerciais de glifosato e fipronil, 

mesmo em concentrações permitidas pela legislação vigente brasileira. A análise 

histopatológica hepática e cerebral evidenciaram efeitos hepatóxicos e neurotóxicos sobretudo 

do fipronil em neonatos de P. expansa. Esta descoberta evidencia a importância de usar 

diferentes biomarcadores para avaliar os efeitos ecotoxicológicos acima descritos. Além 

disso, ressalta-se que Testudindes devem ser incluídos nos testes para caracterizar ou indicar o 

potencial risco ambiental causado por agrotóxicos.  
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6. Considerações finais 

 

O presente estudo conclui que a incubação dos ovos em substrato poluído com os 

produtos formulados Glifosato Atar 48® e/ou Fipronil Regent® 800WG resultam em 

impactos biológicos consideráveis que podem afetar a saúde de embriões e neonatos de P. 

expansa. 

A contaminação periódica com os produtos formulados glifosato e/ou fipronil durante 

44 dias de incubação artificial, interferiu no crescimento embrionário de P. expansa (inferido 

pela menor biomassa corpórea e retardo no desenvolvimento) e induziu malformações ósseas 

no anel ossicular escleral, mesmo em concentrações permitidas pela legislação vigente. 

Podendo ser irreversíveis, essas alterações podem acarretar prejuízos na aptidão física, 

locomotora e acuidade visual dos indivíduos expostos.  

Com relação aos constituintes da casca dos ovos de P. expansa, os agrotóxicos 

comerciais glifosato e/ou fipronil acarretaram em redução no teor de umidade, proteína bruta 

e aumento do extrato etéreo. Essas alterações podem estar relacionadas a possíveis 

modificações nos mecanismos e/ou taxas de transporte das cascas, podendo afetar a 

disponibilidade de nutrientes e água, resultando em deficiência, desenvolvimento lento e 

comprometendo funções importantes no metabolismo dos embriões. 

A presença de micronúcleo e outras anormalidades nucleares eritrocitárias encontradas 

em análise de sangue periférico dos neonatos de P. expansa expostos aos contaminantes 

evidenciam alterações mutagênicas e podem estar associadas a processos carcinogênicos.  

Concomitantemente, alterações estruturais teciduais na histopatologia do fígado e encéfalo 

dos mesmos indivíduos expostos evidenciam os efeitos hepatóxicos e neurotóxicos sobretudo 

advindos da exposição ao fipronil. Essas alterações no fígado podem comprometer demandas 

energéticas e metabólicas dos neonatos enquanto que o comprometimento do tecido cerebral 

pode resultar na redução de sua função particular, alterando funções comportamentais e 

fisiológicas dos animais. 

Com relação a utilização das formulações comerciais de glifosato e fipronil, apesar de 

não apresentarem sinergismo quando utilizadas em conjunto, as mesmas induziram toxicidade 

evidenciando a importância de se utilizar diferentes biomarcadores para avaliar os efeitos 

ecotoxicológicos destes pesticidas em Testudines. Além disso, ressalta-se a importância de 

estudos referentes a exposição a contaminantes durante estágios críticos de desenvolvimento 

de P. expansa, podendo este ter consequências graves e permanentes no decorrer da vida 

desses animais. Faz-se necessário portanto, a realização de mais estudos sobre os impactos 
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dos agrotóxicos na fauna silvestre para subsidiar a revisão da legislação brasileira vigente e 

evitar maiores danos à biodiversidade. 

 

 

 

 


