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RESUMO 

 

FERREIRA, A. P. Interações entre estressores naturais e etinilestradiol no 
desenvolvimento larval de Physalaemus cuvieri (Anura: Leiuperidae). 2011. 55f. 
Dissertação (Mestrado) Universidade Federal do Maranhão, São Luís, 2011. 

 

Existem populações de anfíbios declinando em várias partes do mundo, decorrentes de 
alterações ambientais causadas pelo homem. A contaminação aquática por desreguladores 
endócrinos, que agem interferindo na fisiologia dos animais e alteram as funções do sistema 
endócrino, pode ser um dos fatores que está contribuindo para esse declínio. Dentre os 
desreguladores, os hormônios oferecem perigo, pois podem agir durante o desenvolvimento 
larval dos anfíbios, que é um período crítico para a sobrevivência e o sucesso reprodutivo dos 
indivíduos. Esse perigo pode aumentar se existirem interações do hormônio com os 
estressores naturais que mantêm o equilíbrio das populações. O objetivo deste trabalho foi 
verificar os efeitos da contaminação pelo hormônio 17α-etinilestradiol e sua interação com 
estressores naturais em girinos, utilizando como modelo a espécie Physalaemus cuvieri. Para 
isso, foi montado um experimento fatorial para avaliar os efeitos do etinilestradiol em 
diferentes concentrações (0, 0,005 ou 2,5 µg/L) e suas interações com densidade (alta ou 
baixa) e predador (presente ou ausente). Para avaliar os efeitos dos tratamentos, foram 
utilizadas, como variáveis resposta, a sobrevivência até a metamorfose, sobrevivência dos 
girinos não metamorfoseados, presença de malformações, tamanho na metamorfose, tempo de 
desenvolvimento e razão sexual. Foi constatada a diminuição da sobrevivência na maior 
concentração e em densidade alta, sendo mais evidente nos 30 primeiros dias, indicando um 
efeito agudo do hormônio e um estresse causado pela maior densidade. A maioria dos girinos 
que completaram a metamorfose, estavam expostos as concentrações 0 e 0,005 µg/L dos 
tratamentos com densidade baixa e ausência do predador, o que reflete a ação do 
etinilestradiol na concentração de 2,5 µg/L e em densidade alta. Foram encontrados 
indivíduos com malformações (localizadas principalmente nos membros), no qual tiveram 
maior ocorrência nos tratamentos expostos a 0,005 µg/L de etinilestradiol e densidade baixa, 
o que pode está ligado as menores taxas de sobrevivência e seleção de indivíduos mais fortes 
nos tratamentos com maior concentração e densidade, além de um possível efeito crônico 
sobre os girinos expostos a menor concentração. Existe a hipótese que o etinilestradiol age 
sobre os mecanismos hormonais reguladores da metamorfose, através da inibição da tireóide, 
fato que explicaria o desenvolvimento mais lento dos girinos nos tratamentos com 0,005 e 2,5 
µg/L e o predador, que também pode diminuir o metabolismo dos girinos. O tamanho na 
metamorfose foi maior nos tratamentos na presença de 2,5 µg/L e predador, fato ligado ao 
maior tempo de desenvolvimento e possível estimulação da produção de Prolactina e 
Hormônio do Crescimento pelo etinilestradiol. Não houve mudança na razão sexual dos 
tratamentos expostos ao etinilestradiol, quando comparados ao controle.  Este estudo indica 
que a exposição de girinos de P.cuvieri ao estrogênio 17α-etinilestradiol junto com estressores 
presentes em comunidades naturais, altera o seu desenvolvimento normal de diferentes 
formas.  
 
Palavras-chave: Ecotoxicologia. Sapo. Contraceptivo. Poluição. Estrogênio. Brasil. 
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ABSTRACT 
 

 
FERREIRA, A. P. Interactions between natural stressors and ethinylestradiol on larval 
development of Physalaemus cuvieri (Anura:Leiuperidae). 2011. 55f. Dissertação 
(Mestrado) Universidade Federal do Maranhão, São Luís, 2011. 

 

There are amphibian populations declining in many parts of the world, due to environmental 
changes caused by humans. The aquatic contamination by endocrine disruptors, which act by 
interfering with the physiology of animals and alter the functions of the endocrine system may 
be one factor that is contributing to this decline. Among the disruptors, hormones pose a 
danger because it can act during larval development of amphibians, a critical period for 
survival and reproductive success of individuals. This risk may increase if there are 
interactions of the hormone with the stressors that maintain the natural balance of populations. 
The objective of this study was to assess the effects of contamination by the hormone 17α-
ethinylestradiol and its interaction with natural stressors in tadpoles, using as model the specie 
Physalaemus cuvieri. For this, a factorial experiment was set up to evaluate the effects of 
ethinylestradiol in different concentrations (0, 0.005 or 2.5 µg/L) and their interactions with 
density (high or low) and predator (present or absent). To evaluate the effects of treatments 
were used, as response variables, survival to metamorphosis, survival of tadpoles not 
metamorphosed, malformations, size at metamorphosis, development time and sex ratio. It 
has been found to decrease survival in the higher concentration and at high density, being 
more evident in the first 30 days, indicating an acute effect of hormone and stress caused by a 
higher density. Most of the tadpoles that completed metamorphosis were exposed to 
concentrations of 0 and 0.005 µg/L on treatments with low density and absence of the 
predator, which reflects the action of ethinylestradiol at a concentration of 2.5 µg/L and at 
high density. Individuals were found with malformations (mainly located in the limbs), which 
have a higher occurrence in the treatments exposed to 0.005 µg/L of ethinylestradiol and low 
density, which is connected can lower rates of survival and selection of stronger individuals in 
treatments with higher concentration and density, and a possible chronic effect on the tadpoles 
exposed to lower concentration. There is the hypothesis that ethinylestradiol acts on the 
hormonal mechanisms regulating the metamorphosis by inhibiting the thyroid, which could 
explain the slower development of tadpoles in treatments with 0.005 and 2.5 µg/L and the 
predator, that can also decrease the metabolism of tadpoles. The size at metamorphosis was 
higher in treatments in the presence of 2.5 µg/L and predator, a fact associated to increased 
development time and possible stimulation of Prolactin and Growth Hormone by 
ethinylestradiol. There was no change in sex ratio of the treatments exposed to 
ethinylestradiol, when compared to control. This study indicates that exposure of tadpoles P. 

cuvieri to the estrogen 17α-ethinylestradiol together with stressors in natural communities, 
alters the normal development of different forms. 

Keywords: Ecotoxicology. Frog. Contraceptive. Pollution. Estrogen. Brazil. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Biologia, Diversidade e Declínio de Anfíbios  

 

Os anfíbios são animais que representam a transição entre vertebrados estritamente 

aquáticos (os peixes) e os vertebrados amniotas terrestres. O sucesso da saída da água e 

colonização do ambiente terrestre promoveu uma grande radiação adaptativa, e 

consequentemente, variedade de hábitos de vida e diversificação dos grupos viventes 

(DUELLMAN; TRUEB, 1994). Atualmente, a classe Amphibia é formada por três ordens: 

Anura (Sapos, Rãs e Pererecas), Caudata (Salamandras) e Gymnophiona (Cecílias), que juntas 

somam 6771 espécies, sendo a maioria da ordem Anura, com 5966 espécies (FROST, 2011). 

Muitas espécies apresentam um estágio larval aquático livre nadante, que na ordem Anura são 

conhecidos como girinos e diferem dos adultos em vários aspectos da sua morfologia, 

fisiologia, alimentação e modos de vida, sofrendo, portanto, diferentes pressões ambientais 

(DUELLMAN; TRUEB, 1994; MCDIARMID; ALTIG, 1999).   

 O Brasil possui a maior diversidade de anfíbios do mundo, com 877 espécies 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA, 2011), o que corresponde a 13,1% da 

diversidade global, sendo 821 espécies de anuros. Essa alta diversidade, principalmente nas 

florestas tropicais, torna os anfíbios importantes membros no equilíbrio desses biomas, pois 

funcionam como predadores e presas de várias espécies de vertebrados e invertebrados 

(GARDNER, 2001). Logo, a extinção de espécies ou declínio nas populações, principalmente 

de anuros, podem levar ao desequilíbrio nas cadeias tróficas, comprometendo os mecanismos 

naturais de controle dos recursos e consumidores (BEGON, 2006; GARDNER, 2001). 

 Em 1989, durante o Primeiro Congresso Internacional de Herpetologia, a 

comunidade científica iniciou as primeiras discussões sobre o declínio e extinção mundial de 

populações de anfíbios (BEEBEE; GRIFFITHS, 2005). Em duas décadas, a produção 

científica abordando esse tema aumentou bastante, sendo constatado que de 6260 espécies de 

anfíbios avaliadas, 2030 espécies (32,4%) estão extintas ou ameaçadas de extinção, de acordo 

com a International Union for Conservation of Nature (IUCN) - Red List (2008), o que 

corresponde ao segundo grupo de animais mais ameaçados de extinção, perdendo apenas para 

os peixes.   
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Dentre as alterações globais do meio ambiente decorrentes de atividades humanas, as 

pesquisas apontam vários estressores biológicos, físicos e químicos, dentre eles: A destruição 

de hábitats, poluentes químicos, irradiação UV-B, doenças e introdução de espécies, como os 

principais impactos que atuam no declínio e extinção de espécies de anfíbios (BEEBEE; 

GRIFFITHS, 2005; GARDNER, 2001; GASCON et al., 2007). Pesticidas, fármacos, 

fertilizantes e metais pesados têm sido os mais estudados dentre os contaminantes químicos, 

que podem possuir ação sobre o sistema endócrino e nervoso (BOONE et al., 2007b). 

 

1.2 Desreguladores endócrinos 

 

Com o advento da indústria química e farmacêutica, milhares de novas substâncias 

foram disponibilizadas no mercado, acarretando sérios problemas para a sociedade (REIS 

FILHO; LUVIZOTTO-SANTOS; VIEIRA, 2007). Produtos químicos, tais como cosméticos, 

fármacos e hormônios reprodutivos biogênicos, são descartados diretamente no ambiente 

através do lixo e sistemas de tratamento de esgoto, que não são projetados para remover esses 

efluentes (HAMER; MCDONNEL, 2008). Mesmo em pequenas concentrações (<0,001µg\L), 

esses contaminantes são capazes de provocar efeitos deletérios em organismos aquáticos 

(KOLPIN et al., 2002).  

Dentre as milhões de substâncias químicas que são conhecidas atualmente, menos de 

45% tiveram um estudo toxicológico básico em organismos vivos, o que representa alto risco 

para as espécies viventes, pois podem agir como desreguladores endócrinos, causando efeitos 

letais, subletais ou acumulativos (BIANCO et al., 2010; MELLO-DA-SILVA; 

FRUCHTENGARTEN, 2005; MORAES ET AL., 2008). 

Desreguladores ou perturbadores endócrinos são substâncias exógenas, naturais ou 

sintéticas, que podem agir interferindo na fisiologia dos animais e alterando as funções 

hormonais do sistema endócrino (Figura 1). Esse sistema é formado por uma complexa rede 

de sinais e mensagens químicas chamadas de hormônios, que são liberados através de 

glândulas (KLOAS; LUTZ, 2006). O sistema endócrino controla funções e reações em 

vertebrados e alguns invertebrados através da produção, liberação, transporte, metabolismo, 

ligação ou ação de hormônios naturais, que agem diretamente no sistema nervoso (KLOAS; 

LUTZ, 2006; MEYER; SARCINELLI; MORREIRA, 1999; REIS FILHO; LUVIZOTTO-

SANTOS; VIEIRA, 2007). Logo, esses contaminantes podem levar a quebra da homeostase e 
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alterações no desenvolvimento e comportamento do organismo, acarretando problemas 

ambientais ao nível de indivíduo ou populações (BIANCO et al., 2010; MORAES et al., 

2008).  

 

Figura 1 - Efeitos dos dereguladores endócrinos na comunicação 
celular (BILA, 2005). 

 

Na década de 80, iniciou-se a preocupação com os contaminantes químicos agindo 

como desreguladores endócrinos em ecossistemas aquáticos. A observação de alterações em 

animais expostos ao DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano) na América do Norte, como por 

exemplo, machos de aves marinhas com características femininas, jacarés machos com 

mudanças nos órgãos reprodutivos (Lago Appoka) e peixes e outros organismos aquáticos 

com sintomas parecidos (Grandes Lagos), levaram os pesquisadores a dar maior foco para a 

poluição química aquática (SOCIETY OF ENVIRONMENTAL TOXICOLOGY AND 

CHEMISTRY, 2000). Apesar desses relatos, apenas na década de 90 houve maior 

preocupação com os perturbadores endócrinos e intensificou-se as pesquisas para apurar e 

buscar soluções aos resíduos de substâncias (REIS FILHO; LUVIZOTTO-SANTOS; 

VIEIRA, 2007). 

O sistema endócrino de um animal adulto tem maior capacidade de suportar a 

presença de uma substância química exógena, porém, a sua exposição em estágio larval e de 

desenvolvimento, pode levar a morte ou a danos quando estiver adulto, além de poder passar 
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por bioacumalação às próximas gerações (REIS FILHO; LUVIZOTTO-SANTOS; VIEIRA, 

2007). Essas diferentes reações, devem-se aos efeitos desses contaminantes químicos 

poderem ser crônicos ou agudos, ou ambos, no qual os efeitos crônicos são de mais difícil 

percepção, pois são resultado à exposição por um longo período a um contaminante em baixas 

concentrações, que, em muitas vezes, é de difícil detecção. Já os agudos, levam a danos em 

menor tempo de exposição e são resultados de maiores concentrações (DUFFUS, 2006; 

MORAES, et al., 2008). 

No ambiente, a análise química dos desreguladores endócrinos é geralmente incapaz 

de detectar a sua presença, assim como determinar o seu potencial maléfico (PETROVIC, et 

al., 2004), devido às baixíssimas concentrações.  

 

1.3 Efeitos dos desreguladores endócrinos em anfíbios 

 

As larvas e adultos de anfíbios são considerados “esponjas ambientais”, devido à sua 

pele semipermeável que permite fácil absorção de toxinas presentes no ambiente em que 

vivem, principalmente os girinos, que passam todo o seu desenvolvimento em contato direto 

com a água e consomem grande quantidade de alimentos potencialmente contaminados 

(HOFER; LACKNER; LOBEER, 2005). Portanto, em todas as fases da sua vida (ovos, larvas 

e adultos) os anfíbios são extremamente vulneráveis a desreguladores endócrinos 

(DUELLMAN; TRUEB, 1994). 

O período de metamorfose do girino, até se tornar um juvenil, é um período crítico 

na organização e ativação de muitos processos fisiológicos, essenciais para o 

desenvolvimento das larvas (HOGAN et al., 2008). A exposição aos desreguladores 

endócrinos, no período de desenvolvimento larval de anfíbios, pode alterar os processos 

hormonais, de acordo com a fisiologia da espécie, levando à mortalidade, interferência na 

metamorfose, efeitos sobre a ontogenia do sistema reprodutivo, características sexuais 

secundárias ou causar mudanças comportamentais (BOONE; JAMES, 2003; BOONE; 

SEMLITISCH, 2002, 2003; BRANDE-LAVRIDSEN; CHRISTENSEN-DALSGAARD; 

KORSGAARD, 2008; RELYEA 2003, 2005).  

Para compreender os efeitos de um contaminante químico na natureza, muitos 

pesquisadores avaliam apenas uma espécie, que representa apenas o nível de população, não 

testando os efeitos e a interação com outros organismos que compõem a sua cadeia alimentar, 
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que representa o nível de comunidade (BOONE; SEMLITISCH, 2002, 2003). Logo, o 

contaminante pode afetar diretamente a fisiologia de uma espécie, mas também pode estar 

atuando indiretamente nos seus predadores, competidores e na disponibilidade de recursos 

(BOONE; SEMLITISCH, 2002, 2003).   

Devido à grande diversidade de hábitos e relações ecológicas que os anuros possuem, 

algumas espécies podem chegar a se beneficiar e ter ganhos populacionais com a presença de 

um contaminante, principalmente quando esse é letal para seus predadores e⁄ou competidores 

e sub-letal (causando efeitos diretos mínimos) no anuro (BOONE; SEMLITISCH, 2002, 

2003).  

Estudos demonstram que contaminantes químicos, como os pesticidas, podem 

diminuir a sobrevivência quando combinados com fatores abióticos, como variação de pH, 

temperatura, hidroperíodo da poça e luz UV-B (BOONE; BRIDGES, 1999; BOONE; 

SEMLITISCH, 2003; CHEN; HATHAWAY; FOT, 2004; LOHNER; FISCHER, 1990; 

ZAGA et al., 1998) e fatores bióticos que formam a cadeia alimentar ou causam estresse no 

ambiente, como presença de predadores, relações de competição e quantidade de alimento 

disponível (BOONE et al., 2007a, 2007b; BOONE; JAMES, 2003; BOONE; SEMLITISCH, 

2002, 2003; RELYEA, 2003, 2005, 2006; RELYEA; SCHOEPPNER; HOVERMAN, 2005).  

A presença de hormônio feminino na água, que tem seus impactos comprovados em 

experimentos de laboratório (HOGAN et al., 2008; LUTZ et al., 2008; MACKENZIE et al., 

2003; PETTERSSON, 2006), aliados a fatores naturais, também podem vir a causar efeitos 

semelhantes no nível de comunidade. Apesar disso, poucos estudos abordam os efeitos de 

hormônios naturais e sintéticos em anfíbios no mundo e pouca ou nenhuma informação existe 

sobre os efeitos de hormônios em espécies brasileiras. No entanto, os hormônios vêm sendo 

despejados junto com os esgotos em águas superficiais de todo o país há muitos anos (MELO 

et al., 2009; SODRÉ et al., 2007), o que, junto com o problema da perda de hábitat e 

agrotóxicos, pode estar alterando a sustentabilidade de populações de anuros e levando-as a 

um declínio.  

 

1.4 Hormônios estrogênios  

 

Os hormônios naturais ou artificiais (oriundos da indústria química e farmacêutica) 

em concentrações acima do necessário e do tolerado pelos organismos, agem como 
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desreguladores endócrinos, distorcendo os níveis de atividade do sistema endócrino e 

provocando um mau-funcionamento dos mecanismos hormonais (BILA; DEZOTTI, 2007; 

MEYER; SARCINELLI; MORREIRA, 1999), o que pode gerar efeitos comportamentais, 

desenvolvimentais e reprodutivos (BARONTI et al., 2000; CHAKRABORT; BURMEISTER, 

2009). 

Os estrogênios são um conjunto de esteróides (Figura 2) reconhecidos pelo grupo 

químico que os compõem e pela sua atividade no ciclo estral dos animais (GABET et al., 

2007). São hidrofóbicos, o que permite a sua acumulação no sedimento e no solo, que, 

consequentemente, podem agir como reservatórios de poluição para o ecossistema 

contaminado (GABET et.al, 2007) e lipofílicos, sendo solúveis em gorduras e excretados 

geralmente inalterados ou, principalmente, como glicuronatos polares hidrossolúveis inativos 

e conjugados de sulfatos (NOPPE et al., 2005). A degradação no ambiente pode levar poucos 

dias em condições ótimas ou pode ser muito lenta em condições que não permitam uma alta 

fotocatálise, como em pouca incidência de luz UV (BENOTTI et al., 2009; NOPPE et al., 

2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Classificação dos hormônios esteróides. 

A atividade estrogênica de substâncias químicas presentes no ambiente vem sendo 

descrita na literatura há quase 40 anos, mas este tema despertou maior atenção a partir do 

século 21, uma vez que somente recentemente os estudos científicos têm comprovado a 

seriedade e a diversidade dos problemas que podem advir da exposição a estes compostos, 
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principalmente de organismos aquáticos (GABET et al., 2007; SILVA; MELO; OLIVEIRA, 

2007).  

 

1.5 Contaminação de ecossistemas aquáticos por estrogênios 

 

Naturalmente, o corpo excreta quantidades diárias de hormônios pela urina, ou em 

menor quantidade pelas fezes, que chegam à rede de esgoto (GOMES; SCRIMSHAW; 

NESTER, 2003; KOLPIN et al., 2002; TERNES et al., 1999). A maior parte desse esgoto em 

países subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, onde as condições de saneamento são 

precárias, acaba sendo despejado sem nenhum tratamento em águas superficiais (SODRÉ et 

al., 2007), como é o caso do Brasil, onde somente 20,2% dos municípios coletam e tratam o 

esgoto doméstico (MELO et al., 2009). Em países desenvolvidos, o esgoto é tratado, só que 

muitas das estações de tratamento são inadequadas para remover hormônios, que acabam indo 

diretamente ao ambiente (KOLPIN et al., 2002; SODRÉ et al., 2007).  

As mulheres podem excretar diariamente, em seu ciclo normal, entre 10 e 100 µg de 

estrogênios naturais (que chegam até a 30mg durante a gravidez) como o 17β-estradiol, 

estrona e estriol (BARONTI, et al., 2009; BELFROID et al., 1999). O uso intensivo de 

fármacos contraceptivos e reguladores hormonais à base do hormônio etinilestradiol pelas 

mulheres nas últimas décadas (PEDRO, 2003) tem acarretado o aumento das concentrações 

desse hormônio sintético no esgoto doméstico e consequentemente nos ecossistemas 

aquáticos. Em laboratório e microcosmos, vários estudos comprovam que estrogênios 

sintéticos foram capazes de causar anormalidades em zooplâncton e fitoplâncton (HENSE et 

al., 2004), peixes (BACHMANN CHRISTIANSEN;  WINTHER-NIELSEN; HELWEG et 

al., 2002; ÖRN et al., 2003; ROBINSON et al., 2003; VAN DEN BELT et al., 2002) e 

anfíbios (BRANDE-LAVRIDSEN; CHRISTENSEN-DALSGAARD; KORSGAARD,  2008; 

HOGAN et al., 2008; KLOAS; LUTZ; EINSPANIER, 1999; MACKENZIE et al., 2003; 

PARK; KIDD, 2005; PETTERSSON et al., 2006; PETTERSON; BERG, 2007). 

 

1.6 Efeitos de estrogênios em anfíbios 

 

O efeito mais esperado da exposição a esteroides sexuais é a feminilização quando há 

exposição a estrogênios e masculinização quando os indivíduos são expostos a andrógenos 
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(BOGI et al., 2002; KLOAS, 2002; MACKEZINE et al., 2003). Nos anfíbios, a exposição na 

fase de desenvolvimento e diferenciação sexual, pode alterar o sexo definido geneticamente. 

A diversidade de formas de diferenciação sexuais presentes nas espécies de anfíbios, desde 

aqueles que têm as gônadas diferenciadas na metamorfose aos que se diferenciam meses 

depois, faz com que o hormônio atue diferentemente dependendo da espécie, concentração e 

do tempo de exposição (BRANDE-LAVRIDSEN; CHRISTENSEN-DALSGAARD; 

KORSGAARD, 2008; HAYES, 1998).  

A determinação do sexo em anfíbios durante a fase larval, por exemplo, pode ser 

alterada pelo uso de benzoato de estradiol (hormônio feminino), que induz machos (XY ou 

ZZ) a se diferenciarem em neofêmeas funcionais, ou propionato de testosterona (hormônio 

masculino) que realiza o processo contrário nas fêmeas (XX ou ZW) (OHTA, 1987).  

O uso de estrogênios é uma prática comum em ranários, onde concentrações menores 

que 30 µg\L são capazes de mudar o sexo de todos os indivíduos (AGOSTINHO; SILVA; 

TORRES, 1991). Um número crescente de estudos feitos na natureza, microcosmos ou 

laboratório tem demonstrado que a exposição de anfíbios a hormônios sintéticos, como o 

etinilestradiol, nos estágios de desenvolvimento, pode causar a reversão parcial ou total do 

sexo, gônadas intersexuais (BRANDE-LAVRIDSEN; CHRISTENSEN-DALSGAARD; 

KORSGAARD, 2008; HAYES et al., 2002; KLOAS; LUTZ; EINSPANIER, 1999; 

MACKENZIE et al., 2003; PARK; KIDD, 2005), alterações no comportamento sexual 

(CHAKRABORT; BURMEISTER, 2009) e na metamorfose (HOGAN et al., 2008) e dentre 

outras anormalidades (MACKENZIE et al., 2003; TAVERA-MENDOZA et al., 2002), que na 

natureza, podem ser cruciais para o sucesso reprodutivo de uma população. 

 

1.6.1 17α-etinilestradiol 

 

O 17α-etinilestradiol (Figura 3) é um estrogênio sintético, consumido por milhões de 

mulheres, estando presente em pílulas contraceptivas e outros fármacos utilizados em terapia 

hormonal durante a menopausa ou no tratamento de disfunções hormonais, como a síndrome 

do ovário policístico (EDUARDO, 2009). Assim como os demais hormônios, parte do que é 

ingerido (cerca de 26%) é excretado pelo organismo, indo parar nas estações de tratamento de 

efluentes em concentrações de até 273 ng⁄l na Europa e América do Norte (BRANDE-

LAVRIDSEN; CHRISTENSEN-DALSGAARD; KORSGAARD, 2008; KOLPIN et al. 2002) 
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e também, em águas superficiais (DESBROW et al., 1998; TERNES et al., 1999; YIN; 

KOOKANA; RU, 2002). O efeito do 17 α-etinilestradiol pode ser tão forte, que uma pequena 

concentração de 0,1 ng⁄L pode causar a feminilização de algumas espécies de peixes 

selvagens (BARONTI et al., 2009; GOMES; SCRIMSHAW; NESTER, 2003). Em anfíbios, 

estudos mostram que os seus efeitos tem atuado na feminilização, diferenciação e 

anormalidades de gônadas e em malformações de girinos durante o período de metamorfose 

(HOGAN et al., 2008; MACKENZIE et al., 2003; PARK; KIDD, 2005; PETTERSSON, 

2006). 

 

 

Figura 3 - Fórmula do 17α-etinilestradiol 
(C20H24O2) (EDUARDO, 2009). 

 

Predação, competição e hidroperíodo da poça são conhecidos como reguladores de 

comunidades aquáticas de anfíbios e a presença desses estressores resulta em uma taxa de 

sobrevivência dos girinos de pouco mais de 5% durante a metamorfose (SEMLITISCH, 1987; 

SEMLITISCH et al., 1996). Então, a adição de um estressor antropogênico, como o hormônio 

estrogênico 17α-etinilestradiol, pode diminuir a probabilidade de sobrevivência das 

populações a níveis críticos. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

Existem populações de anfíbios em declínio em todo o mundo e as principais causas 

apontadas são decorrentes de impactos humanos sobre o meio ambiente. Os anuros podem 

apresentar malformações, diminuição do crescimento durante a metamorfose, distúrbios na 

reprodução quando adulto, aumento da taxa de mortalidade (KHANGAROT; RAY; 

CHANDRA, 1985; POLLIO, 2005; PUKY; OERTEL, 1997), redução da capacidade natatória 

(BURKHART et al., 1998; HOPKINS; CONGDON; RAY, 2000), maiores níveis de predação 
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(BROOMHALL, 2002), aumento do metabolismo (KARASOV et al., 2005), maior 

susceptibilidade a doenças (JOHNSON et al., 2002) e menor taxa de eclosão de ovos (ROWE; 

SADINSKI; DUNSON, 1998) quando expostos a contaminantes químicos. 

Nesse mundo de diversos tipos de destruição e impactos conhecidos, surgiu uma 

nova modalidade de poluição ambiental: Os hormônios. Os hormônios naturais ou artificiais 

(oriundos da indústria química e farmacêutica) em concentrações acima do tolerado por 

determinado organismo, agem como desreguladores endócrinos, distorcendo os níveis de 

atividade do sistema endócrino e provocando um mau-funcionamento dos mecanismos 

hormonais (BILA; DEZOTTI, 2007; MEYER; SARCINELLI; MORREIRA, 1999). 

 Os efeitos de hormônios femininos a base de estradiol, proveniente principalmente 

de resíduos dos fármacos anticoncepcionais e reguladores de hormônios que são lançados no 

esgoto e chegam aos ecossistemas aquáticos, podem ser apontados como um grave problema 

emergente aos anfíbios, pois os estudos que testaram os seus efeitos, em experimentos 

controlados, comprovam a sua ação sobre processos fisiológicos ligados a reprodução, 

definição do sexo e desenvolvimento de anfíbios. Além disso, hormônios à base de estradiol 

são utilizados em criações de rãs para provocar a feminilização de machos, demonstrando que 

os impactos podem ser diretos, mesmo em baixas concentrações.  

No Brasil, até o presente estudo, não foram encontradas informações sobre os efeitos 

desses hormônios em anfíbios nativos. Portanto, o Brasil sendo detentor da maior diversidade 

de anfíbios do mundo e por enfrentar problemas com a degradação de ecossistemas aquáticos 

e terrestres, necessita com urgência de estudos que avaliem os impactos de hormônios 

naturais e sintéticos sobre as suas espécies de anfíbios. 

 O presente estudo pode ser enquadrado dentro dos propósitos do Plano de Ação para a 

Conservação dos Anfíbios (GASCON et al., 2007), que foi criado pela IUCN (União para a 

Conservação Mundial) com o objetivo de fornecer diretrizes de urgência que tentem reverter o 

atual declínio de anfíbios no mundo.  

A espécie em estudo é de ampla distribuição no Brasil (FROST, 2011), possui alta 

abundância no Maranhão e responde bem às condições de estudos laboratoriais (ANDRADE, 

1995; LEAL, 2007). Estudos que avaliaram a exposição de girinos a contaminantes químicos 

demonstram que os efeitos diretos e indiretos podem alterar a taxa de sobrevivência, o 

tamanho e o tempo de metamorfose e causar malformações (BOONE; JAMES, 2003; 

BOONE; SEMLITISCH, 2002, 2003; RELYEA, 2003, 2005, 2006; RELYEA; 
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SCHOEPPNER; HOVERMAN, 2005; BOONE et al., 2007), portanto, estas são as variáveis 

que iremos testar. 

 Os resultados deste trabalho fornecerão informações pioneiras sobre os efeitos de um 

hormônio, encontrado em águas superficiais de vários lugares do mundo, em girinos de uma 

espécie brasileira, investigando os possíveis impactos desse contaminante em populações de 

anfíbios e que ajudem na construção de políticas de manejo e conservação desses animais no 

Brasil e no mundo. 

 

3. OBJETIVO 

 

Verificar os efeitos da exposição ao hormônio estrogênio sintético 17α-etinilestradiol 

e sua interação com estressores naturais (densidade e predador) em girinos da espécie 

Physalaemus cuvieri, analisando as seguintes variáveis: 

a) Sobrevivência; 

b) Malformações;  

c) Tempo de desenvolvimento; 

d) Tamanho na metamorfose; 

e) Mudança de sexo; 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Espécie estudada 

 

Foram utilizados nos experimentos, girinos da espécie Physalaemus cuvieri (Anura, 

Leiuperidae) (Figura 4b e 4d), que possui ampla distribuição pelo Brasil, habitando vários 

habitats (FROST, 2011; MIJARES; RODRIGUES; BALDO, 2011). No Maranhão, dois 

estudos apresentam informações biológicas sobre P. cuvieri no campo (BARRETO; 

ANDRADE, 1995; ANDRADE, 1995) e um estudo em laboratório (LEAL, 2007), que podem 

ser complementadas com trabalhos realizados no sudeste do país (ANDRADE, 1987; 

BOKERMANN, 1962; CARDOSO, 1981;). Esses estudos demonstram que o período 

reprodutivo de P. cuvieri é restrito à estação chuvosa e que ele utiliza ambientes aquáticos 

permanentes ou temporários para desovar. Os ovos são depositados na superfície da água e 
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envoltos por uma espuma branca (Figura 4a). A eclosão ocorre em até 72 horas após a desova 

e o período de metamorfose até o estágio 45 (GOSNER, 1960) (Figura 4c) pode se dá em 

menos de 30 dias. Dados sobre a criação das larvas de P. cuvieri em laboratório foram obtidos 

a partir de observações pessoais e de acordo com o trabalho de Leal (2007). 

No período de 19 a 20\05\2010 foram coletadas 15 desovas em três poças 

independentes de dois municípios da Ilha do Maranhão: São Luís e Raposa (Figura 5). Após a 

coleta, as desovas foram colocadas em sacos plásticos com água da poça e transportadas para 

o Laboratório de Herpetologia e Ecologia Aplicada a Conservação\DEBIO\UFMA. O 

transporte foi feito imediatamente e com o máximo de cuidado, evitando elevadas 

temperaturas e choques mecânicos, que poderiam levar a morte dos embriões. 

No laboratório, as desovas foram acondicionadas individualmente em aquários de 

vidro com água filtrada, até a eclosão dos ovos. Durante o período de manutenção dos ovos, a 

água foi trocada duas vezes ao dia, para evitar a eutrofização da água decorrente da 

degradação da espuma da desova e para a retirada de ovos de predadores. Após a eclosão dos 

ovos, foi retirada toda a espuma da desova, a água foi trocada e os girinos divididos em 

proporções semelhantes em dois ou três aquários, para diminuir o estresse da densidade sobre 

os animais. Em cerca de dois dias, os girinos atingiram o estágio 25 (GOSNER, 1960), 

estando prontos para utilização no experimento. O estágio 25 foi escolhido devido ao início da 

alimentação independente, o que é marcante no ciclo de desenvolvimento dos girinos 

(GOSNER, 1960). 
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  A                                                             B                                                       

  C                         D                                                                                                        

Figura 4 - Estágios do desenvolvimento de P. cuvieri. A - Desova em ambiente natural, B – 
Girinos, C - Juvenil recém metamorfoseado, D - Indivíduo adulto. Fotos: Anderson Pires 
Ferreira. 

 

 

Figura 5 - Localização da Ilha do Maranhão e os pontos de coleta das desovas. SLZ – São 
Luís, SJR – São José de Ribamar, PDL – Paço do Lumiar, RAP – Raposa, P1 – Poça Jaracati, 
P2 – Poça UFMA e P3 – Poça Raposa.  
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   Os girinos foram alimentados diariamente com ração para tartarugas jovens, 

trituradas na proporção de 16mg para 10 girinos no início do experimento e sendo 

proporcionalmente aumentada de acordo com o crescimento dos girinos, chegando a 22 mg 

aos 18 dias, e 26 mg de 40 dias até o final do experimento. Essa quantidade foi o suficiente 

para sempre ficarem sobras de ração nos aquários, não havendo falta de alimento para as 

larvas durante o experimento. 

   A coleta, transporte e manutenção dos animais estão de acordo com a Licença do 

Instituto Chico Mendes de Biodiversidade e Conservação - ICMBio⁄MMA de número 21133-

1. 

 
4.2 Hormônio utilizado 

 

 O hormônio sintético utilizado no experimento é o 17α-etinilestradiol, que está 

presente em pílulas contraceptivas dos produtos mais comuns e vendidos do mercado na sua 

categoria (HOGAN et al., 2008), com concentrações geralmente entre 20 e 30 µg. Foi 

preparada uma solução mãe de 200 mL com concentração de 89 mg⁄L de 17α-etinilestradiol 

padrão dissolvido em acetonitrila para servir de fonte para as concentrações utilizadas. 

As concentrações utilizadas no estudo foram escolhidas com base nos trabalhos de 

Ternes et al. (1999), que encontraram 0,005 µg\L de 17α-etinilestradiol em uma estação de 

tratamento de esgoto no Rio de Janeiro , chamada aqui de concentração um (C1) e Sodré et al. 

(2007) que relatam a ocorrência de 17β-estradiol na concentração de 2,5 µg\L para o Ribeirão 

Anhumas no estado de São Paulo, chamada aqui de concentração dois (C2). Utilizou-se a 

concentração C2 baseada em outro hormônio devido os efeitos semelhantes aos causados pelo 

17α-etinilestradiol (a partir de agora denominado apenas como etinilestradiol) em organismos 

aquáticos e por não ser encontrado um estudo que detectou uma concentração de 

etinilestradiol em águas superficiais no Brasil.  

Para atingir a C1, foi feita uma solução de 10 mL a 1 mg⁄L a partir da solução mãe e 

foram pipetados 25 µL desta em 2,5 L de água.  Já em C2, foram pipetados 70 µL direto da 

solução mãe e adicionados em 2,5 L de água (Figura 6). 
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Figura 6 - Esquema da preparação das soluções de 17α-
etinilestradiol utilizadas no experimento. 
 
 

4.3 Sala de Experimentação 

 

 O local de experimentação foi uma sala fechada, com boa iluminação natural e 

artificial, sem passagens (exceto a porta e janelas que ficaram fechadas) em que animais de 

fora possam entrar ou que os espécimes criados saiam. A sala foi climatizada de forma 

constante por condicionador de ar, tendo sua temperatura controlada e variando diariamente 

entre 26 e 28ºC, assim como a umidade relativa, que variou entre 81 e 91%.  

 

4.4 Manutenção dos espécimes 

 

Os experimentos foram realizados em aquários de vidro transparente medindo 12 cm 

de altura, 15 cm de largura e 20 cm de comprimento (Figura 7). Eles foram cheios com água 

limpa, filtrada e decantada (durante dois dias) até atingirem a marca de 9 cm, o que 

corresponde a 2,5 L. A troca da água e reposição das concentrações de etinilestradiol foram 

feitas a cada quatro dias, após a limpeza dos aquários. Durante a limpeza, os girinos foram 

removidos com uma peneira e colocados em outro recipiente com água limpa, sempre lavando 

a peneira em água corrente e trocando a água do recipiente temporário a cada aquário.   
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A temperatura da água nos aquários foi controlada, variando entre 25 e 26ºC e o pH 

foi medido em todos eles diariamente. A limpeza foi feita utilizando água corrente e uma 

esponja, não utilizando nenhum tipo de produto químico.  

As ninfas de libélula, da espécie Pantala flavescens (Odonata: Libellulidae) (Figura 

8), foram acondicionadas em gaiolas feitas com tela de nylon que mediam 15 cm de 

comprimento e 6 cm de largura e altura. Um lado da gaiola era apenas amarrado com linha de 

algodão para permitir a abertura e introdução dos girinos para alimentação. 

 

 

Figura 7 - Aquários utilizados no experimento montados na 
prateleira. Foto: Anderson Pires Ferreira. 

 

 

Figura 8 - Ninfa de P. flavescens (Odonata: 
Libellulidae) utilizada no experimento. Foto: 
Anderson Pires Ferreira. 
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A alimentação das larvas nas gaiolas foi feita a cada três dias com 10 girinos de 

Leptodactylus macrosternum (Anura: Leptodactylidae) durante os primeiros 42 dias e com 10 

girinos de P. cuvieri durante o restante do experimento. A troca foi realizada devido à 

dificuldade de se obter girinos de L. macrosternum. Os girinos eram rapidamente predados 

pelas larvas de libélula. As gaiolas foram inseridas dentro de cada aquário, de forma que os 

girinos de P. cuvieri percebessem a sua presença, mas não fossem predados ou molestados 

(Figura 9). Nos tratamentos com ausência de predador, foi colocada uma gaiola vazia.  

 

 

Figura 9 - Gaiola com a ninfa de libélula (seta à 
esquerda) montada dentro do aquário com os girinos 
(seta à direita). Foto: Anderson Pires Ferreira. 

 

 

4.5 Delineamento experimental 

 

No dia 22\05\2010 foram utilizadas quatro desovas de P1 e P3 e duas desovas de P2 

para montar um experimento fatorial 3x2x2 (Tabela 1) e avaliar os efeitos do hormônio 17α-

etinilestradiol (fator 1) nas concentrações ausente (C0), C1 e C2 aliados aos estressores 

naturais: densidade de girinos (fator 2 – dez para densidade baixa (DB) e cem girinos para 

densidade alta (DA) por tratamento) e presença (PP) ou ausência de predadores (PA) (fator 3), 

em que foram utilizadas uma ou nenhuma ninfa de libélula por tratamento (Tabela 1). Para 

cada réplica, foi retirado o mesmo número de girinos de cada desova, a fim de aumentar a 

variabilidade genética.  
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Foram 12 tratamentos, com cinco réplicas cada, totalizando 60 aquários 

experimentais (Figura 7) que foram trocados de posição diariamente nas prateleiras, de forma 

que cada réplica passasse por todas as posições. Durante os 145 dias de experimento, os 

girinos foram acompanhados do estágio 25 até a metamorfose, no estágio 46 (Gosner, 1960), 

quando foram sacrificados e tombados na Coleção de Herpetologia do Departamento de 

Biologia da UFMA como testemunho e para posterior análise das gônadas e medição. 

 

Tabela 1 - Siglas utilizadas para nomear os tratamentos utilizados no experimento. 

 Predador 
Presente (PP) + 
Densidade Alta 

(DA) 

Predador 
Presente (PP) + 

Densidade 
Baixa (DB) 

Predador 
Ausente (PA) + 
Densidade Alta 

(DA) 

Predador 
Ausente (PA) + 

Densidade 
Baixa (DB) 

     
Concentração 
Ausente (C0) 

C0PPDA C0PPDB C0PADA C0PADB 

Concentração 
0,005 µg⁄L (C1) 

C1PPDA C1PPDB C1PADA C1PADB 

Concentração 
2,5 µg⁄L (C2) 

C2PPDA C2PPDB C2PADA C2PADB 

     
 

4.6 Sexagem e medição dos juvenis 

  

 Para a sexagem dos juvenis recém-metamorfoseados (estágio 46), os exemplares 

tombados foram abertos em laboratório através de corte na região ventral e análise visual das 

gônadas em lupa. Os machos foram identificados quando os indivíduos apresentaram as 

gônadas com formato ovóide de cor marrom escura, caracterizando os testículos (Figura 10a) 

(OLIVEIRA et al., 2003) e as fêmeas, aqueles com as gônadas esbranquiçadas e de formato 

longo ou oblongo, caracterizando o ovário (Figura 10b). Os exemplares que apresentaram 

ambas as gônadas, foram chamados de intersexo (Figura 10c).   

Para tirar a medida do tamanho corporal dos juvenis usamos o Comprimento rostro-

cloacal (CRC), que foi medido após a fixação, com um paquímetro digital de precisão 0,02 

mm.   



 

 

19 

 

A                    B 

 

C 

Figura 10 - Gônadas dos juvenis que alcançaram o estágio 46. A- As setas brancas indicam os 
testículos e as pretas os rins dos machos. B – As setas brancas indicam os ovários e as pretas 
os rins das fêmeas. C- A seta branca a esquerda é um testículo pouco desenvolvido e a seta a 
direita indica um ovário, as setas pretas são os rins de um indivíduo intersexo. Fotos: 
Anderson Pires Ferreira. 
 
 
4.7 Análise estatística 
 

Para avaliar os efeitos dos tratamentos, foram utilizadas seis variáveis resposta: 1 – 

sobrevivência de girinos até a metamorfose, medida em porcentagem para não sofrer 

influência devido às diferentes densidades; 2 – Sobrevivência dos girinos não 

metamorfoseados, em porcentagem; 3 - Tempo de desenvolvimento médio (em dias), para 

cada réplica, que os girinos levaram para metamorfosear; 4 – Tamanho na metamorfose, 

medido através do CRC médio para cada réplica ao final da metamorfose; 5 - Presença de 

malformações nos girinos ao longo do experimento, em porcentagem; 6 – Razão sexual dos 

juvenis. 
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Para analisar os efeitos dos tratamentos e suas interações sobre as taxas de 

metamorfose e malformações, foi utilizada uma Análise de Variância Multivariada 

(MANOVA) (P < 0.05), seguida por ANOVAS unifatoriais (P < 0.05). Nas variáveis que 

tiveram efeitos multivariados significantes, foram realizadas ANOVAS Fatoriais seguidas de 

comparações pareadas com o post hoc de Tukey (P < 0.05), assim como para o tamanho na 

metamorfose e tempo médio de desenvolvimento. Foi checada a distribuição normal dos 

dados com o teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variâncias com o teste de Levene. 

Para os dados de sobrevivência até a metamorfose e malformações foi necessário transformar 

as porcentagens para o arcoseno da raiz quadrada e o tempo médio de desenvolvimento para 

raiz quadrada, a fim de obter a normalização dos dados e homogeneização das variâncias.  

A análise da variação média do pH entre os tratamentos foi feita através de uma 

ANOVA unifatorial (P < 0.05).  

Para analisar se houve feminilização nos tratamentos com etinilestradiol, foi usado o 

Qui-quadrado de Pearson utilizando a razão sexual dos tratamentos controle como frequência 

esperada e o número de machos e fêmeas encontrados como frequência observada.  

 

5. RESULTADOS 

 

5.1 pH 

 

Os valores médios de pH não apresentaram diferença significativa (F = 1.915, P = 

0.060) entre os tratamentos. Como não houve significância, o pH não foi utilizado como 

covariável nas ANOVAS para as variáveis resposta.  

 O menor valor de pH registrado nas réplicas foi 7.0 e o maior 8.9, sendo que esse 

intervalo de diferença foi comum, correspondendo, respectivamente, ao dia em que a água era 

trocada e os dias que antecederam a troca. 

 

5.2 Sobrevivência até a Metamorfose 

 

No total, 206 girinos chegaram até o final da metamorfose durante o experimento. A 

análise multivariada mostra que os efeitos isolados e as interações entre os tratamentos para 

sobrevivência até a metamorfose e malformações são altamente significativos (F = 6.265, P < 
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0,001, Wilk’s Lambda = 0.164). As ANOVAS também são significantes para as duas 

variáveis (F = 15.151, P < 0.001; F = 4.812; P < 0.001, respectivamente), existindo diferenças 

nos efeitos entre os tratamentos.  

Dez réplicas não tiveram sobreviventes, sendo cinco no tratamento C2PADB, que foi 

utilizado apenas para sobrevivência até a metamorfose e malformações e assim como as 

outras réplicas, excluídas das análises de tamanho na metamorfose e tempo médio de 

desenvolvimento. 

A maior concentração do etinilestradiol causou um efeito negativo sobre a 

porcentagem de girinos que completaram a metamorfose nos tratamentos (F = 36.616, P < 

0.001) (Figura 11a) , assim como em densidade alta (F = 43.031, P < 0.001) (Figura 11b) e, 

consequentemente, para a interação entre esses fatores (F = 18.456, P < 0.001) (Figura 11c; 

Tabela 2 e 3). Não houve efeito significativo para o fator predador e suas interações com 

outros fatores (Tabela 3). 

Tabela 2 – ANOVAs dos efeitos do etinilestradiol, densidade e predador sobre a porcentagem 
de girinos de Physalaemus cuvieiri que alcançaram o final da metamorfose. 
 

Fatores Valor de F          Valor de P 
 
Etinilestradiol 36.616             < 0.001 

Densidade 43.031             < 0.001 

Predador 0.026         0.87 

Etinilestradiol x Densidade 18.456             < 0.001  

Etinilestradiol x Predador 1.251          0.295 

Densidade x Predador 0.023         0.88 

Etinilestradiol x Densidade x Predador 0.721           0.491 
 

Tabela 3 - Valores de P para as comparações pareadas com o post hoc de Tukey para os 
efeitos do etinilestradiol e da densidade no número de indivíduos de Physalaemus cuvieri que 
alcançaram o final da metamorfose. 
 

 
Etinilestradiol Densidade 1 2 3 4 5 6 

1 0 µg/L Alta 1.000 < 0.001 0.987 < 0.001 0.812 0.260 

2 0 µg/L Baixa < 0.001 1.000 < 0.001 0.723 < 0.001 < 0.001 

3 0,005 µg/L Alta 0.987 < 0.001 1.000 < 0.001 0.433 0.078 

4 0,005 µg/L Baixa < 0.001 0.723 < 0.001 1.000 < 0.001 < 0.001 

5    2,5 µg/L Alta 0.812 < 0.001 0.433 < 0.001 1.000 0.923 

6    2,5 µg/L Baixa 0.260 < 0.001 0.078 < 0.001 0.923 1.000 
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Figura 11. Efeitos do etinilestradiol, densidade e a interação entre eles sobre a 
porcentagem (arcoseno da raiz) de girinos de Physalaemus cuvieri que alcançaram o 
final da metamorfose. A – Efeito do etinilestradiol, B – Efeito de densidade e C – Efeito 
da interação entre etinilestradiol e densidade.  
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5.2.1 Sobrevivência dos girinos não metamorfoseados 

  

 A porcentagem de sobrevivência dos girinos foi diminuindo ao longo do experimento, 

como mostram as linhas de tendências da Figura 12, sendo mais intensa durante os primeiros 

30 dias do experimento, principalmente naqueles submetidos a maior concentração de 

etinilestradiol e densidade alta. Para o controle, as linhas de tendência são exponenciais em 

densidade alta (Figura 12a e 12c) e lineares (Figura 12b e 12d) em densidade baixa, 

independente do fator predador, indicando um maior efeito de densidade. Já para os 

tratamentos com etinilestradiol, na maior concentração, aparecem tendências logarítmicas 

para densidade alta (Figura 12L) e baixa (Figuras 12J e 12M), mostrando efeito do 

contaminante sobre a sobrevivência.  

Os girinos no estágio 25 apresentaram a maior mortalidade, seguido do estágio 26, 

como visto na Tabela 4. Os tratamentos com densidade alta foram os únicos que apresentaram 

sobreviventes ao final do experimento e a maior concentração de etinilestradiol teve as 

menores taxas de sobrevivência.  

 

Tabela 4 - Número de girinos mortos por estágio de desenvolvimento ao longo do 
experimento 

 

Est. 
25 

Est. 
26 

Est. 
27 

Est. 
28 

Est. 
29 

Est. 
30 

Est. 
31 

Est. 
32 

Est. 
33 

Est. 
34 

Est. 
35 

Est. 
36 

Est. 
37 

Est. 
38 

Est. 
39 

Est. 
40 

Est. 
41 

Est. 
42 

Est. 
43 

Est. 
44 

C0PADA 270 95 26 12 1 3 0 1 0 0 16 1 0 1 1 3 3 0 2 3 

C0PADB 9 3 2 0 1 1 0 0 1 0 2 1 0 2 0 1 1 2 0 2 

C0PPDA 267 37 30 3 2 4 2 1 0 0 0 1 1 0 2 2 5 0 2 4 

C0PPDB 19 0 1 0 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 4 

C1PADA 239 65 16 5 2 8 0 1 5 0 0 1 0 0 2 1 2 1 3 6 

C1PADB 17 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 9 

C1PPDA 278 36 3 3 4 2 1 3 0 0 0 4 1 0 1 3 2 1 2 9 

C1PPDB 21 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 8 

C2PADA 419 26 3 4 1 3 2 3 2 5 0 5 0 0 0 3 1 1 3 6 

C2PADB 34 1 2 1 0 0 2 2 2 0 1 1 0 1 0 2 1 0 0 0 

C2PPDA 436 22 8 1 3 5 0 2 0 0 0 0 0 3 1 2 0 0 0 2 

C2PPDB 41 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 
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Figura 12. Linhas de tendência para a porcentagem de sobrevivência dos girinos de P. 

cuvieri, em cada tratamento, ao longo dos dias do experimento. 
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5.3 Malformações 
  

Foram encontrados 70 indivíduos com malformações nos tratamentos, sendo que 

apenas C2PADB não apresentou nenhum girino malformado. As malformações foram 

diretamente influenciadas pelo etinilestradiol (F = 7.957, P < 0,001) (Figura 13a) e densidade 

(F = 15.295, P < 0.001) (Figura 13b; Tabela 5), havendo interação entre esses dois fatores, 

que agiram na diminuição das malformações nos girinos para menor concentração em 

densidade alta e na maior concentração em densidade alta e baixa (Figura 13c; Tabela 6). Não 

houve efeito significativo para o efeito isolado do predador e suas interações (Tabela 5).  

As malformações foram diferenciadas (ver LANNOO, 2009 e METEYER, 2000) 

quanto ao tipo e sua localização, ou ambos, em: Rotação de Membros (RM), Inchaço (IN), 

Cauda Sinuosa (CS) e Amelia (AM), todas apresentadas na Figura 14. Os indivíduos com RM 

e AM apresentaram dificuldade na locomoção, sustentação e natação a partir do período final 

da metamorfose. Já o IN geralmente levou à morte do indivíduo entre os estágios 43 e 45. A 

porcentagem de cada tipo de malformação por tratamento está representada na Tabela 7. 

 
Tabela 5 - ANOVAS dos efeitos do etinilestradiol, densidade e predador sobre a porcentagem 
(arcoseno da raiz quadrada) de indivíduos malformados de Physalaemus cuvieri. 

Fatores Valor de F  Valor de P 

Etinilestradiol 7.957 < 0.001 

Densidade    15.295         < 0.001 

Predador  1.86     0.179 

Etinilestradiol x Densidade 5.673     0.006 

Etinilestradiol x Predador 0.521     0.597 

Densidade x Predador 1.283     0.263 

Etinilestradiol x Densidade x Predador 0.003     0.968 
 
Tabela 6 – Valores de P para as comparações pareadas com o post hoc de Tukey para os 
efeitos do etinilestradiol e da densidade no número de indivíduos de Physalaemus cuvieri 
malformados. 

 
Etinilestradiol Densidade 1 2 3 4 5 6 

1 0 µg/L Alta 1.000 0.111 0.998 0.003 0.979 0.923 

2 0 µg/L Baixa 0.111 1.000 0.047 0.726 0.015 0.007 

3 0.005 µg/L Alta 0.998 0.047 1.000 0.001 0.999 0.996 

4 0.005 µg/L Baixa 0.003 0.726 0.001 1.000 < 0.001 < 0.001 

5   2.5 µg/L Alta 0.979 0.015 0.999 < 0.001 1.000 0.999 

6   2.5 µg/L Baixa 0.923 0.007 0.996 < 0.001 0.999 1.000 
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Figura 13 – Efeitos do etinilestradiol, densidade e a interação entre eles 
sobre a porcentagem (arcoseno da raiz) de indivíduos malformados de 
Physalaemus cuvieri. A – Efeito do etinilestradiol, B – Efeito de 
densidade e C – Efeito da interação entre etinilestradiol e densidade.  
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 A      B 

   

               C            D 

 

 E 

Figura 14 - Tipos de malformações encontradas em indivíduos de P. cuvieri 
utilizados no experimento. A – Indivíduo normal, B – Rotação de Membros 
(RM), C – Inchaço (IN), D – Cauda Sinuosa (CS) e E – Amelia (AM). Fotos: 
Anderson Pires Ferreira. 
 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

29 

 

Tabela 7 - Porcentagem dos tipos de malformações encontradas por tratamento nos girinos 
de P. cuvieri durante o experimento. 
 Rotação de 

Membros (RM) 
Inchaço (IN) Cauda 

(CA) 
Amelia (AM) 

C0PADA 
C0PADB 

8.6% 
7.1% 

0% 
1.4% 

0% 
0% 

1.4% 
0% 

C0PPDA 
C0PPDB 

11.4% 
11.4% 

1.4% 
0% 

0% 
0% 

0% 
0% 

C1PADA 
C1PADB 

1.4% 
14.2% 

0% 
0% 

1.4% 
0% 

0% 
0% 

C1PPDA 
C1PPDB 

4.3% 
20% 

1.4% 
0% 

0% 
0% 

0% 
2.9% 

C2PADA 
C2PADB 

5.7% 
0% 

1.4% 
0% 

0% 
0% 

0% 
0% 

C2PPDB 
C2PPDA 

1.4% 
2.9% 

0% 
0% 

0% 
0% 

0% 
0% 

Total 88,4% 5.6% 1.4% 4.3% 
     

 
5.4 Tempo de desenvolvimento 
 

O tempo mínimo de desenvolvimento foi de 25 dias e o máximo de 145 dias. 

Ocorreu um aumento significativo do tempo médio de desenvolvimento relacionado aos 

fatores: Predador (F = 16.011, P < 0.001) (Figura 15a) e densidade (F = 14.688, P = 0.001) 

(Figura 15b), sendo que a interação desses fatores provoca diminuição do tempo de 

desenvolvimento na ausência do predador e menor densidade (F=23.559, P < 0.001) (Figura 

15c; Tabela 8 e 9). Também houve interação entre o etinilestradiol e predador (F = 6.957, P = 

0.012), onde ocorreu o retardamento do tempo de metamorfose com o aumento da 

concentração do hormônio na presença do predador (Figura 15d; Tabela 8 e 9). Não ocorreu 

interação entre etinilestradiol, predador e densidade (Tabela 8). 
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Tabela 8 - ANOVAs dos efeitos do etinilestradiol, densidade e predador sobre o tempo de 
desenvolvimento médio até a metamorfose de girinos de Physalaemus cuvieri. 
 

Fatores Valor de F     Valor de P 

Etinilestradiol 0.067 0.797 

Densidade 14.688 0.001 

Predador 16.011      < 0.001 

Etinilestradiol x Densidade 1.536 0.224 

Etinilestradiol x Predador 6.957 0.001 

Densidade x Predador 23.559      < 0.001 

Etinilestradiol x Densidade x Predador 3.484 0.07 
 

Tabela 9 - Valores de P para as comparações pareadas com o post hoc de Tukey para os 
efeitos do etinilestradiol e do predador no tempo de desenvolvimento médio dos girinos de 
Physalaemus cuvieri que alcançaram o final da metamorfose. 
 

 
Etinilestradiol  Predador 1 2 3 4 5 6 

1 0 µg/L Presente 1.000 0.900 0.702 0.127 0.051 0.805 

2 0 µg/L Ausente 0.900 1.000 0.157 0.636 0.005 0.946 

3 0.005 µg/L Presente 0.702 0.157 1.000 0.004 0.505 0.464 

4 0.005 µg/L Ausente 0.127 0.636 0.004 1.000 < 0.001 1.000 

5   2.5 µg/L Presente 0.051 < 0.001  0.505 < 0.001 1.000 0.130 

6   2.5 µg/L Ausente 0.805 0.946 0.464 1.000 0.130 1.000 
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Figura 15 - Efeitos do etinilestradiol, predador e densidade e a interação entre eles sobre o 
tempo de desenvolvimento médio até a metamorfose dos girinos de Physalaemus cuvieri. A – 
Efeito do predador, B – Efeito de densidade, C – Efeito da interação entre predador e 
densidade e D – Efeito da interação entre etinilestradiol e predador. 
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5.5 Tamanho na metamorfose 
 

 A presença do etinilestradiol causou uma tendência ao aumento do tamanho dos 

juvenis ao final da metamorfose, mas com baixa significância (F = 4.161, P = 0.049) (Figura 

16a). Também houve efeito do predador (F = 4.961, P = 0.032) e interação significativa com a 

densidade (F = 6.935, P = 0.012), que causou aumento do tamanho para densidade baixa na 

presença do predador (Figura 16b).  Não houve interação significativa entre o hormônio e os 

estressores naturais (Tabela 10). 

 

Tabela 10 - ANOVAs dos efeitos do etinilestradiol, densidade e predador e suas interações 
sobre o tamanho médio na metamorfose de girinos de Physalaemus cuvieiri. 

Tratamentos Valor de F Valor de P 
Etinilestradiol 4.169 0.049 
Densidade 0.173 0.680 
Predador 4.961 0.032 
Etinilestradiol x Densidade 0.059 0.809 
Etinilestradiol x Predador 3.179 0.083 
Densidade x Predador 6.935 0.012 
Etinilestradiol x Densidade x Predador 3.600 0.066 
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Figura 16. Efeitos do etinilestradiol, predador e a interação entre densidade e predador sobre o 
tamanho médio ao final da metamorfose dos girinos de Physalaemus cuvieri. A – Efeito do 
etinilestradiol, B – Efeito do predador, C – Efeito da interação entre predador e densidade. 
 

5.6 Razão sexual  

 

 Não houve diferença significativa quanto a mudança da razão sexual para machos 

(χ2=7.789, p=0.168) e para fêmeas (χ2=5.763, p=0.329), não havendo, portanto, feminilização 

dos girinos expostos ao 17α-etinilestradiol. Foram encontrados somente 3 intersexos, 

pertencentes aos tratamentos C0PADA, C1PADA e C2PPDA. 
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6. DISCUSSÃO 
 

6.1 Alterações no pH 

 

 O aumento do pH entre as trocas de água pode ser explicado pelo acúmulo de amônia 

(NH3) na água, que é excreta nitrogenada dos girinos (ZUG; VITT; CALDWELL, 2001) e 

também pelas sobras da ração, que juntas alcalinizaram o meio.  

 

6.2 Sobrevivência  

 

      Em populações naturais, os girinos apresentam altas taxas de mortalidade, devido a 

pressões ambientais a qual são submetidos, como densidade e predadores, podendo chegar a 

uma taxa de apenas 5% de sobrevivência até a metamorfose (SEMLITISCH, 1987; 

SEMLITISCH et al., 1996). No presente estudo, além dos estressores naturais, os girinos 

estavam expostos a outras variáveis, como a variabilidade genética entre os indivíduos de 

desovas diferentes, que pode afetar padrões de desenvolvimento (BLOUIN, 1992). Estes 

fatores podem explicar a diminuição da sobrevivência nos controles, principalmente quando 

expostos a densidade alta, fato já encontrado em outros estudos (LOMAN, 2001, 2004; 

WARNER; DUNSON; TRAVIS, 1991), pois a maior densidade aumenta o estresse e a 

competição intraespecífica. 

Efeitos agudos tendem a aparecer rapidamente, e geram respostas mais rápidas, em 

tempo mais curto de exposição, ao contrário dos efeitos crônicos (ROBINSON; THORN, 

2005). A diminuição acentuada da sobrevivência nos primeiros 30 dias nos tratamentos com a 

maior concentração de etinilestradiol deve-se ao fato de um efeito agudo que ocorreu durante 

os primeiros dias da exposição dos girinos. Esse fato é observado em outros estudos com 

desreguladores endócrinos, no qual maiores doses de pesticidas (BOONE; JAMES, 2003; 

RELYEA, 2005, 2006), 17β-estradiol (TAKAHASHI, 1957a, 1957b) ou etinilestradiol 

(MACKENZIE et al., 2003),  causaram queda na sobrevivência dos girinos. A interação com 

densidade alta, também acarretou na diminuição da sobrevivência. 

 O estágio 25 corresponde ao período de início da alimentação independente e as larvas 

ainda apresentam um tamanho bastante reduzido (GOSNER, 1960; MCDIARMID; ALTIG, 

1999), podendo ser mais sensíveis à exposição a contaminantes (BERRIL et al., 1995; 



 

 

35 

 

PAULI; COULSON; BERRIL, 1999). Os girinos de P. cuvieri parecem ter essa maior 

sensibilidade ao etinilestradiol e aos agentes estressores a que foram submetidos nos estágios 

iniciais pós-embrião, o que pode ter contribuído para a diminuição da sobrevivência durante 

os estágios 25 e 26.  

 O menor número de girinos sobreviventes expostos a 2,5µg⁄L de etinilestradiol reflete 

o poder de letalidade deste desregulador endócrino em concentrações equiparadas a outros 

hormônios encontrados em águas superficiais no Brasil, como o 17β-estradiol (SODRÉ et al., 

2007) e em concentrações menores do que as usadas em outros experimentos (TAKAHASHI, 

1957a, 1957b, 1958). Apesar dos estudos encontrarem concentrações menores que 2,5µg⁄L de 

etinilestradiol em estações de tratamento ou águas superficiais (BELFROID et. al., 1999; 

BRANDE-LAVRIDSEN, 2008; KOLPIN et al., 2002), ainda pouco se conhece sobre o status 

atual desse contaminante em várias regiões do mundo, principalmente naquelas onde as 

condições da coleta e tratamento do esgoto são muito deficientes e o lixo e efluentes são 

despejados sem nenhum tratamento em corpos d’água (KOLPIN et al., 2002; SODRÉ et al., 

2007). Esse fator, aliado ao constante aumento do consumo de pílulas contraceptivas 

(PEDRO, 2003) e consequente maior eliminação no ambiente, tendem a crescer as 

concentrações do etinilestradiol em águas superficiais, pois os métodos para o seu tratamento 

ainda são pouco eficientes (KOLPIN et al., 2002).  

 Hormônios esteroides podem possuir maior poder de transpassar as membranas 

celulares e se acumularem nos tecidos, devido a sua afinidade com lipídios (DUFFUS, 2006). 

A ninfa de libélula, por estar em contato direto com a água contaminada pelo etinilestradiol e 

ser um animal de porte bem maior que os girinos, pode ter absorvido uma parte do hormônio 

através dos seus tecidos, como nas brânquias retais, em que a água é passada constantemente 

para a absorção de oxigênio, fato já observado quando as ninfas são expostas a contaminação 

do meio com Cobre (SMITA; DUTTA; DUTTA, 2010). Isso provoca a diminuição do 

hormônio dissolvido na água e também pode ser uma das causas da tendência a menor 

quantidade de girinos sobreviventes nos tratamentos com ausência de predador e na maior 

concentração, que podem ter tido maiores concentrações hormonais, chegando a ter 0% de 

sobrevivência para o tratamento C2PADB, onde ocorreu maior absorção do etinilestradiol. 

 A diminuição da taxa natural de sobrevivência dos girinos acarreta o menor sucesso 

reprodutivo e consequente diminuição gradual da população (ROSE, 2005). Logo, em poças 
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menores, onde a densidade de girinos pode ser maior, a presença do etinilestradiol pode levar 

a menores taxas de sobrevivência do que poças com menor densidade.   

 

6.3 Malformações 

 

Populações naturais, que vivem em ambientes não contaminados, podem apresentar 

alguns tipos de malformações, mas que geralmente não ultrapassam a proporção de 5% do 

tamanho da população (BLAUSTEIN; JONHSON, 2003). Essas malformações são 

decorrentes de mutações ou erros no desenvolvimento, que, geralmente, acarretam perda de 

dígitos e membros (BLAUSTEIN; JONHSON, 2003). Portanto, a presença de girinos e 

juvenis malformados neste experimento é algo esperado, ainda mais, quando reforçado pelo 

fato de que as desovas coletadas eram amostras de populações diferentes. As taxas de 

malformações maiores que 5% nos tratamentos controle, também pode ter tido influência das 

condições artificiais de criação dos girinos, que podem sofrer maiores níveis de estresse e 

deficiência de nutrientes essenciais, que estão presentes em seu habitat natural (LANNOO, 

2009).  

Na literatura, vários estudos ligam a exposição à desreguladores endócrinos com a 

presença de anormalidades físicas em anfíbios (ALVAREZ; HONRUBIA; HERRAREZ, 

1995; BURKHAT et al., 1998; CAMPBELL, 1999; COOKE, 1981; RZEHAK; 

MARYANSKA-NADACHOWSKA; JORDAN, 1977; SOWER; REED; BABBITT, 2000). 

Outros estudos confirmam a presença de malformações em rãs metamorfoseadas expostas ao 

hormônio estradiol na água em ambientes naturais (PARK; KIDD, 2005; SHAPPELL, 2006) 

ou em experimentos de laboratório (TAKAHASHI 1957a, 1957b, 1958), em concentrações 

bem superiores a 2,5µg⁄L. Apesar disso, no presente estudo temos uma diminuição das 

malformações na presença do etinilestradiol, principalmente na maior concentração, o que 

pode está ligada a diminuição da sobrevivência na presença do hormônio, principalmente 

durante os 30 primeiros dias do experimento. Este fato pode ter proporcionado à seleção de 

indivíduos mais resistentes, além de ter diminuído o número de indivíduos que sobreviveram 

por mais tempo expostos aos agentes estressores.  

O maior tempo de exposição a baixas concentrações pode levar ao aparecimento de 

efeitos crônicos, que podem não ocorrer quando expostos a altas concentrações que provocam 

efeitos agudos (ROBINSON; THORN, 2005). Como a diferença entre as concentrações 
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utilizadas é bem grande, a ocorrência de um efeito crônico nos girinos expostos a 0,005 µg/L 

de etinilestradiol também pode explicar o aumento das malformações nesses tratamentos.   

Quanto à densidade, o menor número de girinos em baixa densidade, pode ter levado 

a maior absorção do hormônio por esses na menor concentração, enquanto que para alta 

densidade, além da maior absorção, o maior número de indivíduos aumentou a competição e 

também diminuiu a sobrevivência, selecionando indivíduos mais fortes e resistentes, que pode 

ter sido decisivo na interação com os efeitos do etinilestradiol.  

Diferentes tipos de malformações físicas causadas por desreguladores endócrinos são 

relatados para anfíbios (BLAUSTEIN; JOHNSON, 2003; CAMPBELL, 1999; METEYER, 

2000) principalmente nos Estados Unidos, onde existe uma relação muito grande com a 

presença de pesticidas e indivíduos com anormalidades (METEYER, 2000). Quanto ao efeito 

de um estrogênio, a sensibilidade das células e tecidos está diretamente envolvida no processo 

de malformações (YAMUCHI; PRAPUNPOJI; RICHARDSON, 2000). Takahashi (1958) 

descreve os efeitos de 1,5 mg⁄L de 17β-estradiol em rãs da espécie Rana temporaria, que 

levou a atrofia, ausência de membros e dificuldade natatória, o que pode justificar a tendência 

a maior quantidade de malformações quando expostos a 0,05 µg⁄L de etinilestradiol. Essa 

atrofia é causada pelo mau desenvolvimento de ossos e pela ausência e fraqueza de músculos, 

que também podem ser causadas pela falta de algum nutriente essencial para o pleno 

desenvolvimento do girino (BLAUSTEIN; JONHSON, 2003; LANNOO, 2009; 

TAKAHASHI, 1957b, 1958). A falta de nutrientes pode ter sido o principal fator causador 

das malformações, para todos os tratamentos.  

A presença de taxas de malformações acima do normal durante o desenvolvimento 

de girinos, compromete a manutenção do tamanho populacional, pois geralmente, na natureza, 

a maioria desses indivíduos não atinge o final da metamorfose, sendo presas fáceis ou 

morrendo por conta das suas deficiências e, se sobreviver, provavelmente não irá se 

reproduzir ou atingir a maturidade sexual (BLAUSTEIN; JONHSON, 2003; CAMPBELL, 

1999; LANNOO, 2009). Portanto, a presença do 17α-etinilestradiol e sua interação com a 

densidade são fatores que podem vir a diminuir ainda mais a sobrevivência dos girinos em 

desenvolvimento, rompendo com o equilíbrio de populações e podendo levá-las a um 

declínio.  
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6.4 Tempo de desenvolvimento 

 

O crescimento e desenvolvimento dos girinos estão estritamente ligados com as suas 

relações filogenéticas e evolutivas, que podem ser alteradas com as pressões seletivas a qual 

estão submetidos no ambiente (BUCHHOLZ; HAYES, 2002; KIKUYAMA et al., 1993). 

Fatores externos podem acarretar a aceleração ou retardamento da metamorfose e a 

ponderação desse tempo é um desafio muito grande aos girinos, como, por exemplo, o maior 

tempo na poça promove maior consumo de alimento e melhor vigor para metamorfose, mas 

em contrapartida, aumenta o risco de predação ou contaminação (ROSE, 2005). Estudos 

demonstram que a presença de predadores altera o comportamento de organismos aquáticos, 

como as larvas de anfíbios, que podem evitar o contato com o predador através de restrição 

espacial, levando-as a reduzir o forrageamento e as taxas metabólicas, aumentando o seu 

período larval (LAURILA; KUJASALO; RANTA, 1997; NICIEZA, 2000; WERNER et al., 

1983; PEACOR, 2002), como visto nos tratamentos com ninfa de libélula do presente estudo.  

A densidade de girinos em uma poça natural é de relevante importância no equilíbrio 

das taxas de competição, como por exemplo, a disputa por recursos alimentares limitados 

(GRIFFITHS; DENTON; WANG, 1993; ROSE, 2005), mas apesar da competição por 

alimento ter sido equilibrada no presente experimento, outros fatores de competição e 

dependentes de densidade como: quantidade de oxigênio dissolvido, quantidade de químicos 

oriundos das excretas, disputa por espaço e aumento de choques físicos (LANNOO, 2009), 

sendo que em densidade alta tínhamos dez vezes mais girinos, também são essenciais para o 

desenvolvimento dos girinos, estando estritamente ligado com o aumento do tempo de 

desenvolvimento nesses tratamentos.    

Fisiologicamente, o crescimento está ligado com os produtos de redes complexas de 

hormônios, enzimas, fatores de crescimento e fatores de transcrição, que regulam a expressão 

do gene de diferenciação celular (BROWN; FRYE, 1969; HOGAN et al., 2008; KIKUYAMA 

et al., 1993). Ainda não há um consenso sobre a influencia de hormônios sexuais sobre o 

desenvolvimento de anfíbios, mas estudos mostram que a exposição ao estradiol (GRAY; 

JANSSENS, 1990) e etinilestradiol (BRANDE-LAVRIDSEN; CHRISTENSEN-

DALSGAARD; KOLSGAARD, 2010; HOGAN et al., 2008) atrasam a metamorfose, o que 

deve estar ligado a desregulações de funções endócrinas, principalmente da tireóide, 

produtora do hormônio tiroxina (T4) e triidotironina (T3), que induz e regula a metamorfose 
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(GRAY; JANSSENS, 1990; HAYES, 1997; RICHARDS; NACE, 1978), logo, o 

etinilestradiol pode estar diretamente ligado com a inibição da tireóide e o consequente atraso 

do desenvolvimento larval. Diante desses fatores, o efeito do predador torna os girinos mais 

suscetíveis e maximiza os efeitos do hormônio, que não causou efeitos individualmente, 

levando ao retardamento da metamorfose nos girinos e sobrepondo a tendência natural de 

aceleração da metamorfose sobre a exposição ao contaminante (ROSE, 2005). 

O atraso no desenvolvimento larval acarreta sérios problemas para o sucesso 

reprodutivo de populações de anuros, pois apesar da alta plasticidade da metamorfose, que 

pode variar o seu tempo de acordo com as pressões ambientais, a permanência por mais 

tempo na poça trás maiores riscos de predação, secamento da poça e deficiência na quantidade 

de alimento disponível (SEMLITSCH et al., 1987). Também pode causar menor tamanho dos 

metamorfos e adultos, interferindo diretamente no sucesso reprodutivo.  

 

6.5 Tamanho na metamorfose 

 

 O fato do maior tamanho ocorrer em tratamentos com a maior concentração de 

etinilestradiol implica uma relação direta da sua ação desreguladora sobre o organismo do 

girino. Apesar de ainda existirem controvérsias sobre o principal hormônio que atua no 

crescimento de girinos durante a pré-metamorfose, as pesquisas apontam a prolactina (PRL) e 

o hormônio de crescimento (“GH”) como os responsáveis por esse metabolismo (HOGAN et 

al., 2008). A prolactina age inibindo o hormônio tiroxina, que é responsável pela 

metamorfose, promovendo o crescimento, sendo, portanto, mais ativo nos estágios que 

antecedem a fase de pró-metamorfose (KIKUYAMA et al., 1993). Estudos demonstram a 

estimulação da produção e expressão de PRL e GH em peixes (ELANGO; SHEPHERD; 

CHEN, 2006; TRUDEAL et al., 1992) expostos ao estradiol, o que corrobora para hipótese do 

etinilestradiol também agir como indutor da produção destes hormônios (HOLGAN et al., 

2008; KIKUYAMA et al., 1993; WHITE; NICHOLL, 1981). Quando se inicia a pró-

metamorfose, a tireoide é estimulada pelo TSH (Hormônio Estimulante da Tireoide), 

produzindo tiroxina, que provoca a maturação do centro inibitório de prolactina no 

hipotálamo, acarretando na inibição da produção de PRL e GH (NORRIS, 2006). Portanto, o 

etinilestradiol pode ter estimulado a produção dos hormônios de crescimento, fazendo com 
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que os girinos crescessem mais e demorassem mais para iniciar a pró-metamorfose (devido ao 

bloqueio da tiroxina) nos tratamentos que receberam o contaminante. 

Como discutido anteriormente, os estudos demonstram que a presença não letal do 

predador causa efeitos negativos sobre os girinos, podendo levar a redução no crescimento 

(PEACOR, 2002), mas, o aumento no tempo de desenvolvimento pode ter causado um efeito 

positivo no tamanho, pois apesar de uma possível diminuição nas taxas metabólicas, a 

permanência por mais tempo no aquário levou ao aumento do tamanho dos metamorfoseados 

na presença do predador e densidade baixa, aumento que é similar ao ocorrido com a variável 

tamanho na metamorfose.  

Na natureza, os girinos chegando com um maior tamanho ao final da metamorfose, 

pode lhes proporcionar maior aptidão para sobreviver no ambiente terrestre, influenciando até 

mesmo na maturidade sexual do adulto. Mas, o fato das larvas passarem mais dias para 

concluir a metamorfose, faz com que aumente os riscos de sobrevivência, como predação, 

seca mento da poça e disponibilidade de recursos. (NICIEZA, 2000).  

 

6.6 Razão sexual  

  

 Estudos demonstram que os hormônios são de grande importância no desenvolvimento 

reprodutivo dos anfíbios. Os esteroides sexuais agem diretamente na formação e diferenciação 

de gônadas e, em várias espécies, isso ocorre durante os primeiros estágios da metamorfose 

(HAYES, 1998; HOGAN et al., 2008). Logo, a exposição ao estrogênio durante essa fase, 

pode causar mudança no sexo, com reversão ou anormalidade de gônadas (GOTO et al., 2006; 

HOGAN et al., 2008; MACKENZIE et al., 2003; PARK; KIDD, 2005; TAKAHASHI, 1958). 

Apesar da literatura demostrar a feminilização parcial ou completa de girinos expostos ao 

etinilestradiol, em concentrações inferiores a 2,5µg⁄L para a espécie Rana pipens (HOGAN et 

al., 2008; MACKENZIE et al., 2003) e Xenopus tropicalis (PETTERSSON, et al., 2006), não 

houve mudança na razão sexual para a espécie Rana sylvatica (MACKENZIE et al., 2003), o 

que mostra que dosagens iguais ou semelhantes agem de forma diferentes em cada espécie. 

Portanto, as concentrações de etinilestradiol na qual foram submetidos os girinos de P. 

cuvieri, não foram suficientes para causar feminilização e mudanças na razão sexual quando 

comparadas ao controle. É importante salientar, também, que todos esses estudos foram feitos 

com espécies de regiões temperadas, que possuem características de vida diferentes das 
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espécies tropicais. A presença de apenas três intersexos é um número muito baixo para 

inferirmos sobre a atuação do composto estudado na formação das gônadas desses indivíduos 

e apesar dos efeitos dessa aberração ainda serem pouco conhecidos, ela pode atuar 

diretamente no comportamento e sucesso reprodutivo do adulto (HOGAN et al, 2008). 

 

7. CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos no experimento fatorial que testou as interações entre 17α-

etinilestradiol, presença de predador e diferentes densidades sobre o desenvolvimento larval 

de Physalaemus cuvieri, permite concluir que: 

 

 A exposição de girinos dessa espécie a concentrações de etinilestradiol semelhantes às de 

outros estrogênios encontrados na natureza, é capaz de causar diminuição da 

sobrevivência dos girinos, e aumento no tamanho dos juvenis metamorfoseados;  

 Além de proporcionar danos quando estudado isoladamente, o etinilestradiol causou 

efeitos diferentes dependendo da ação de estressores naturais presente no ambiente, como 

predadores e diferentes densidades de girinos;  

 As malformações estiveram presentes no controle, mas nos tratamentos com maiores 

doses de etinilestradiol elas diminuíram, ocorrendo o inverso na menor concentração, que 

pode ser devido à presença de um efeito agudo para maior dosagem e crônico para a 

menor dosagem sobre a taxa de sobrevivência; 

 Os membros foram os mais afetados pelas malformações, o que acarretou dificuldades 

para chegar ao final do desenvolvimento, devido a diminuição da capacidade natatória, 

locomoção e sustentação, o que comprometeria o desenvolvimento e sucesso reprodutivo 

do adulto; 

 A sobrevivência caiu bastante durante os 30 primeiros dias de experimento, 

principalmente na maior dosagem de etinilestradiol e em densidade alta, que demonstra 

um efeito agudo do hormônio em maior concentração e o efeito dependente de densidade;  

 Os estágios 25 e 26 tiveram menor sobrevivência, pelo efeito agudo do hormônio aliado a 

densidade alta e a maior sensibilidade dos girinos nessa fase; 
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 A maioria dos girinos que chegaram a metamorfose pertenceram ao controle e a menor 

concentração de etinilestradiol, principalmente na ausência do predador e densidade 

baixa, que reflete o resultado da menor sobrevivência em tratamentos com maior estresse; 

 O tempo de metamorfose também foi alterado, sendo os girinos submetidos aos 

tratamentos com densidade alta, presença do predador e etinilestradiol demorando mais 

para metamorfosear, que pode estar ligado a desregulação dos mecanismos hormonais, 

como a inibição de tiroxina e os efeitos ligados a predação e densidade; 

 A presença do predador agiu aumentando o tempo de desenvolvimento dos girinos, que 

acarretou em maior crescimento, apesar do estresse a que foram submetidos; 

 Não houve mudança na razão sexual dos girinos quando comparados com o controle, que 

apesar de ser um resultado não esperado, é registrado na literatura para outras espécies;  

 Os girinos apresentaram maior tamanho do corpo quando expostos as altas dosagens de 

etinilestradiol, o que pode ser devido à estimulação da produção de hormônios de 

crescimento pelo etinilestradiol. 
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