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RESUMO 

Atividades humanas, direta ou indiretamente, tornaram 41% das espécies de anfíbios do 

planeta sujeitas a alguma ameaça de extinção. Esta crise é decorrente da ação sinérgica de 

diversos fatores, incluindo a fragmentação e degradação dos habitats, principalmente para fins 

agrícolas, e a exposição a contaminantes derivados destas atividades. A natureza ectotérmica 

dos anfíbios e o seu modo de vida tanto na água quando na terra os torna especialmente 

sujeitos a esses estresses ambientais. Avaliamos os efeitos sobre o balanço oxidativo, 

metabolismo e índices de condição corporal devidos a diferentes níveis de exposição a uma 

formulação comercial do herbicida glifosato (formulação comercial - Roundup®) na espécie 

popularmente conhecida como sapo-martelo (Boana faber), um anuro da família Hylidae que 

ocupa grande parte do litoral brasileiro e está presente também na quase totalidade da Mata 

Atlântica. Sendo assim, desovas do anuro foram coletadas e, pós a eclosão, quando os animais 

atingiram o estágio 25 de Gosner, foram expostos a diferentes concentrações de glifosato (G1: 

65, G2: 260 e G3: 520 µg.L-1) por sete dias. Não observamos mortalidade entre os animais 

nem durante o cultivo e nem durante a exposição ao glifosato. Realizamos a medição de 

marcadores do balanço oxidativo (superóxido dismutase, catalase, glutationa S-transferase, 

lipoperoxidação e proteínas carboniladas), fatores de condição corporal (massa, comprimento, 

fator K e Kn), um antioxidante não-enzimático (ácido úrico) e marcadores metabólicos 

(proteínas totais e glicogênio total dos animais). Apesar de os animais apresentarem atividade 

da superóxido dismutase aumentada no grupo de maior exposição e manterem a atividade da 

catalase e glutationa S-transferase, eles não conseguiram conter os níveis de carbonilação de 

suas proteínas, demonstrando oxidação das mesmas e, assim, sofrendo estresse oxidativo. 

Além disso, os índices medidos de condição corporal também não revelaram diferenças 

significativas no comprimento, massa, fator K e Kn dos animais expostos. No entanto, na 

concentração mais alta do herbicida, todos estes índices apresentaram um valor menor que o 

controle exposição. Estes resultados, aliados à intensa redução dos níveis de glicogênio em 

todas as concentrações expostas, indicam o uso deste polissacarídeo para a sobrevivência do 

animal. O conjunto de biomarcadores analisados mostrou que esse herbicida pode causar 

alterações nas defesas antioxidantes, no metabolismo e, consequentemente, nos parâmetros de 

condição corporal de girinos, o que pode comprometer o tempo de desenvolvimento da 

espécie e, possivelmente, a sua aptidão. 
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ABSTRACT 

Human activities, directly or indirectly, have made 41% of amphibian species on the planet 

subject to some threat of extinction. This crisis is due to the synergistic action of several 

factors, including the fragmentation and degradation of habitats, mainly for agricultural 

purposes, and exposure to contaminants derived from these activities. The ectothermic nature 

of amphibians and their way of life both in water and on land make them especially subject to 

these environmental stresses. We evaluated the effects on oxidative balance, metabolism and 

body condition indices due to different levels of exposure to a commercial formulation of the 

herbicide glyphosate (commercial formulation - Roundup®) in the species popularly known 

as the blacksmith tree frog (Boana faber), an anuran of the family Hylidae that occupies a 

large part of the Brazilian coast and is also present in almost all of the Atlantic Forest. Thus, 

anuran spawns were collected and, after hatching, when they reached the Gosner stage 25, 

they were exposed to different concentrations of glyphosate (G1: 65, G2: 260 and G3: 520 

µg.L-1) for seven days. We did not observe mortality among the animals either during 

cultivation or during exposure to glyphosate. We performed the measurement of oxidative 

balance markers (superoxide dismutase, catalase, glutathione S-transferase, lipoperoxidation 

and carbonyl proteins), body condition factors (mass, length, K and Kn factor), a non-

enzymatic antioxidant (uric acid) and metabolic markers (total proteins and total animal 

glycogen). Although the animals showed increased superoxide dismutase activity in the 

higher exposure group and maintained catalase and glutathione S-transferase activity, they 

were unable to contain the levels of carbonylation of their proteins, demonstrating oxidation 

of the same and, thus, suffering oxidative stress. The measured indices of body condition did 

not reveal significant differences in the length, mass, K and Kn factor of the exposed animals. 

However, at the highest herbicide concentration, all these indices showed a value lower than 

the exposure control. These results, combined with the intense reduction of glycogen levels in 

all exposed concentrations, indicate the use of this polysaccharide for animal survival. The set 

of biomarkers analyzed showed that this herbicide can cause alterations in the antioxidant 

defenses, in the metabolism and, consequently, in the body condition parameters of tadpoles, 

which can compromise the development time of the species and, possibly, its fitness. 

Keywords:  Boana faber, oxidative damage, ecotoxicology. 
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1  INTRODUÇÃO 

Os anfíbios são o segundo grupo mais ameaçado de extinção dentre todos os seres 

vivos. De acordo com União Internacional para a Conservação da Natureza, somente o grupo 

das plantas cicadófitas possuem mais espécies em risco de serem extintas. Quanto aos 

anfíbios, cerca de 41% das espécies conhecidas também estão sofrendo ameaças de extinção. 

Das 7316 espécies avaliadas pela organização, 731 encontram-se em estado vulnerável, 1103 

em perigo, 681 criticamente em perigo. Outras 34 espécies já estão extintas e 2 espécies 

extintas na natureza (IUCN, 2022). 

O Brasil é um país privilegiado quanto à riqueza de anfíbios. Das cerca de 8500 

espécies descritas no mundo, 1188 são encontradas aqui, tornando-o o país com a maior 

biodiversidade mundial de espécies (SEGALLA, 2021). No entanto, atualmente 15 espécies já 

se encontram vulneráveis, 10 em perigo e 34 criticamente em perigo (ICMBio, 2023). 

Especialistas brasileiros concordam que a riqueza de espécies de anfíbios locais, a taxonomia, 

a distribuição geográfica, a história natural e o status populacional são muito pouco estudados 

em nosso país (PIMENTA et al., 2005). Além disso, considerando aves, mamíferos e anfíbios, 

a avaliação global de espécies, publicada em 2004 pela IUCN, afirma que as Florestas 

Tropicais/Subtropicais Úmidas são de longe os biomas mais ricos em número de espécies e de 

espécies ameaçadas, e são os únicos biomas com um número significativo de espécies 

endêmicas ou de endemias ameaçadas dos três táxons. Ademais, a distribuição das espécies 

ameaçadas é desigual, o que significa que a maioria das espécies ameaçadas conhecidas 

ocorrem em poucos países, sendo a Austrália, o Brasil, a China, a Indonésia e o México os 

que possuem um número particularmente grande de espécies ameaçadas e endêmicas 

(BAILLIE et al., 2004). 

Tal fenômeno (o declínio de populações de anfíbios ao redor do mundo) ficou 

conhecido como crise de extinção dos anfíbios (amphibian extinction crisis) na comunidade 

científica, e foi reconhecido no início da década de 1990 pelo biólogo evolucionário e 

herpetólogo David B. Wake (1936-2021), embora desde a década de 70 já houvesse 

evidências de um declínio acentuado do grupo. Desde então, pesquisadores têm proposto 

várias hipóteses para entender a causa do problema. O corpo de evidências mais atual sustenta 

que é o fungo quítrido anfíbio (Batrachochytrium dendrobatidis) o principal causador do 

declínio do grupo (O'HANLON et al., 2018). No entanto, outros fatores têm sido apontados 

como agravantes do fenômeno e, considerando que essa crise de biodiversidade tem se 

mostrado um problema científico complexo, é seguro afirmar que há interações sinérgicas 
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entre mais de um dos fatores (BLAUSTEIN et al., 2010). Algumas das hipóteses recorrentes 

são a alteração e destruição do habitat (KNOZOWSKI, 2022), contaminação ambiental 

(BLAUSTEIN, 2003), introdução de espécies exóticas (KNAPP e MATTHEWS, 2000), 

outros tipos de doenças (DASZAK et al., 1999), aumento da radiação ultravioleta B 

(KIESECKER e BLAUSTEIN, 1995) e as mudanças climáticas (MCMENAMIN, HADLY e 

WRIGHT, 2008). 

A contaminação ambiental, apontada como um dos estressores principais, também se 

expressa no uso crescente e cada vez mais diversificado de agentes tóxicos como os 

agrotóxicos, por exemplo. Embora estes agentes sejam parcialmente responsáveis pela 

Revolução Verde que ampliou a produção de alimentos no mundo no século passado, eles 

também afetam indevidamente espécies que habitam áreas próximas de locais de cultivo. Um 

desses agentes é o Glifosato (N-(fosfonometil) glicina), um herbicida sistêmico de amplo 

espectro e o mais utilizado no mundo para o controle de ervas daninhas (PARLAPIANO et 

al., 2021), mesmo tendo sido classificado em 2015 pela Agência Internacional de Pesquisa em 

Câncer (IARC) como provavelmente cancerígena para humanos (GUYTON et al.). O uso de 

herbicidas à base de glifosato (HBGs) desde 1976, quando foram lançados, aumentou mais de 

100 vezes (MYERS et al., 2016), tornando-os substâncias de grande interesse de estudo no 

campo da ecotoxicologia. Esse fato tornou vital entender os possíveis danos causados em 

organismos não-alvo como, por exemplo, humanos e diversos elementos da fauna. 

O glifosato é um herbicida amplamente utilizado na agricultura, silvicultura e 

ambientes urbanos para controlar ervas daninhas. Funciona inibindo a enzima 5-

enolpiruvilxiquimato-3-fosfato sintase, uma enzima essencial para o crescimento da planta 

que é ligada à síntese de aminoácidos essenciais (tirosina, triptofano e fenilalanina), causando 

sua a morte (KRUSE, 2000). 

Esta substância tem sido objeto de debates e controvérsias nos últimos anos. Enquanto 

alguns estudos têm evidenciado que a exposição ao glifosato pode estar ligada ao câncer e a 

defeitos congênitos, o comitê conjunto da OMS e da FAO sobre resíduos de pesticidas emitiu 

um relatório em 2017 afirmando que o uso de formulações de glifosato não constitui 

necessariamente um risco à saúde (OMS/FAO, 2017). Mchenry (2018), em artigo analisando 

o escândalo que ficou conhecido como The Monsanto Papers, afirma que os documentos 

desclassificados revelam autoria patrocinada pela empresa de artigos publicados em 

periódicos de toxicologia e na mídia leiga, interferência no processo de revisão por pares, 

influência de bastidores na retratação e até mesmo a criação de um site dito acadêmico como 

fachada para a defesa de produtos da empresa. De qualquer forma, preocupações têm sido 
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levantadas sobre o impacto do glifosato no meio ambiente, particularmente em polinizadores, 

outros insetos benéficos e diversos outros animais (GILL et al., 2018; HELANDER et al., 

2023). 

Apesar dessas preocupações, o glifosato ainda é amplamente utilizado e considerado 

seguro por muitas agências reguladoras, como a Agência de Proteção Ambiental (EPA) nos 

Estados Unidos e a Autoridade Europeia para a Segurança dos Alimentos (EFSA). No 

entanto, nos últimos anos, alguns países começaram a proibir ou restringir o uso de glifosato, 

citando preocupações sobre seus potenciais impactos à saúde e ao meio ambiente. Além disso, 

a Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC) classificou o glifosato como um 

"provável carcinógeno humano" (IARC, 2018). Portanto, pesquisas e regulamentações estão 

em andamento atualmente para garantir maior segurança do glifosato e do seu impacto no 

meio ambiente e na saúde humana. 

No Brasil, esse problema se repete. Os HBGs são os herbicidas mais usados no país 

(MORAES, 2019). No ano de 2020 foram vendidas 246.017 toneladas da substância e seus 

sais (IBAMA, 2021). O problema é ainda mais grave se considerarmos que em 2019 já havia 

mais de 110 produtos comercializados com glifosato (DOMINGUES, 2019), tornando o 

estudo da substância um problema urgente, embora cada vez mais difícil. Isso porque este 

agrotóxico é utilizado frequentemente com adjuvantes, substâncias adicionadas à formulação 

do produto para aumentar a sua eficácia ou modificar determinadas propriedades da solução 

permitindo aumentar sua atividade (VARGAS, 2006). Esses adjuvantes têm sido comumente 

classificados como diluentes inertes por não serem considerados responsáveis diretos pela 

atividade do glifosato como agrotóxico (ANNETT et al., 2014). No entanto, os adjuvantes de 

cada formulação comercial são confidenciais mesmo para os órgãos reguladores (MESNAGE 

et al., 2014), gerando dúvidas se de fato são inertes e dificultando a compreensão ampla do 

efeito da substância pelos pesquisadores. Entre eles, podemos citar o surfactante 

polioxietilenoamina (POEA), presente em diferentes formulações comerciais contendo 

glifosato, como por exemplo o Roundup Original®, que vem se mostrando tóxico e 

sinergético ao glifosato em animais (MIKÓ e HETTYEY, 2023). 

A natureza ectotérmica dos anfíbios, o seu modo de vida tanto na água quanto na terra, 

a grande proporção de espécies endêmicas presentes no grupo e a permeabilidade da pele 

(BOYER e GRUE, 1995) os torna especialmente sensíveis a este tipo de substâncias, 

refletindo em uma alta sensibilidade a vários poluentes ambientais. Há evidências de que a 

redução de populações de anfíbios está também correlacionada com a proximidade a terras 
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agrícolas devido ao escoamento de agrotóxicos, confirmando sua vulnerabilidade aos 

agroquímicos (ISLAM et al., 2018). 

Os Hylidae são uma família de anfíbios comumente conhecidos como pererecas. Eles 

são encontrados em todo o mundo e são conhecidos por seus hábitos arbóreos, o que significa 

que passam a maior parte do tempo em árvores e outras vegetações. Esta família inclui 

espécies como a Perereca-verde (Aplastodiscus perviridis) e a Perereca-do-banhado (Boana 

pulchella) e a Perereca-telefone (Scinax tymbamirim) (BORGES-MARTINS et al., 2007; 

KWET et al., 2010). 

Esses animais desempenham um papel importante em muitos ecossistemas ao redor do 

mundo. Eles são predadores e presas, e sua presença pode ajudar a manter as populações de 

insetos sob controle. Eles também fornecem alimento para muitos outros animais, incluindo 

pássaros, mamíferos e répteis. Além disso, seus cantos desempenham um papel fundamental 

na comunicação da espécie, sendo utilizados para acasalamento e defesa do território. Suas 

populações têm diminuído globalmente devido à perda e fragmentação do habitat, poluição e 

disseminação de doenças (BLAUSTEIN et al. 2003). 

O impacto causado pelo glifosato ou suas formulações em diferentes espécies tem sido 

avaliado por vários autores nas últimas décadas (por exemplo, AMES et al., 2022; 

DORNELLES e OLIVEIRA, 2013; BONFANTI, 2017; GILL et al., 2018). Contudo, 

inexistem estudos atualmente medindo marcadores ligados ao balanço oxidativo, ao sistema 

de biotransformação e a fatores de condição nutricional em uma formulação contendo 

glifosato na espécie do estudo aqui proposto, Boana faber, embora os efeitos morfológicos, 

comportamentais e genotóxicos tenham sido mensurados anteriormente por Pavam et al. 

(2021) e, também, tenha sido estimada a LC50-(96 h) e taxa de sobrevivência em Alves-

Ferreira et al. (2023). 

Em estudos anteriores, foi demonstrado que os efeitos do glifosato em girinos também 

podem induzir alterações nas proporções de energia e reservas estruturais, como glicogênio, 

lipídios totais e proteínas, bem como no balanço oxidativo, como o aumento da produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) (COLTRO et al., 2017; DORNELLES e OLIVEIRA, 

2016 e 2014; GRIPP et al., 2017; SILVA et al., 2020; WILKENS et al., 2019), levando a 

alterações das respostas antipredação dos girinos, com potencial consequência negativa para 

sua população (BROWNE e MOORE, 2014). 

Segundo Ighodaro e Akinloye (2017), as moléculas antioxidantes que constituem a 

rede de defesa antioxidante nos seres vivos atuam em diferentes níveis. Tais níveis podem 

prevenir radicais, eliminá-los e/ou reparar os danos induzidos por estes. Com base em sua 
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função, os antioxidantes podem ser categorizados como antioxidantes de defesa de primeira 

linha, segunda, terceira e de quarta linha. 

Os de primeira linha são uma coleção de antioxidantes que atuam para prevenir a 

formação de radicais livres ou espécies reativas nas células. Eles são muito rápidos em 

neutralizar qualquer molécula com potencial de se transformar em radical livre ou qualquer 

radical livre com capacidade de induzir a produção de outros radicais. Nesta categoria há três 

enzimas principais: superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase 

(GPx). Essas enzimas dismutam o radical superóxido, quebram peróxidos de hidrogênio e 

hidroperóxidos em moléculas inofensivas. A SOD é uma enzima que catalisa alternadamente 

a dismutação do radical superóxido (O2-) em oxigênio molecular comum (O2) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2). Esse processo de detoxificação é completado pela CAT, que catalisa a 

redução de H2O2 em água e O2, já que o H2O2 em altas quantidades é deletério para células. A 

CAT é encontrada em peroxissomos, enquanto a glutationa peroxidase (GPx) faz o papel da 

quebra de H2O2 nas mitocôndrias, além de peróxidos orgânicos (IGHODARO e AKINLOYE, 

2017).  

Ainda segundo os mesmos autores, os antioxidantes de segunda linha são muitas vezes 

referidos como antioxidantes de limpeza. Eles eliminam os radicais ativos a fim de inibir o 

início de reações em cadeia e, também, quebram reações que se propagam em cadeia. Eles 

neutralizam ou eliminam os radicais livres doando elétrons para eles e, no processo, tornando-

se eles próprios radicais livres, mas com efeitos menos prejudiciais. Esses “novos radicais” 

são então facilmente neutralizados e tornados inofensivos por outros antioxidantes desse 

grupo. Nesta categoria de antioxidantes estão ácido ascórbico, vitamina E, ubiquinol, 

glutationa, melatonina e ácido úrico (COSTANTINI, 2014). A última substância foi medida 

neste trabalho. 

O ácido úrico, além de atuar como antioxidante, é um marcador de degradação de 

proteínas, seja do trato digestório, seja dos tecidos. Trata-se de um composto orgânico eficaz 

por ser um doador de elétrons em processos de desintoxicação xenobiótica (GLANTZOUNIS 

et al., 2005). Assim como a glicose, o ácido úrico está diretamente relacionado ao 

metabolismo em anfíbios, sendo um dos produtos intermediários da excreção de nitrogênio 

após o catabolismo de proteínas e purinas (TAKADA e NOGUCHI, 1983), embora não seja a 

principal forma de excreção de nitrogênio da classe Anura. Essa resposta parece ocorrer 

devido ao uso das reservas de proteína corporal como uma resposta compensatória ao 

estressor ou, talvez, como fonte de um agente antioxidante não enzimático (COLTRO et al., 

2017; DA SILVA et al., 2020). 
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A peroxidação lipídica, ou oxidação da camada lipídica da membrana celular, é um 

mecanismo importante para medir lesões celulares. Esse processo é um dos mecanismos 

moleculares envolvidos na toxicidade de agrotóxicos que vem sendo utilizado nos últimos 

anos como um marcador desta interação, já que lipídios são facilmente oxidados por espécies 

reativas. Pesquisadores encontraram evidências de aumento de lipoperoxidação como efeito 

da exposição a Roundup® em girinos de Lithobates catesbeianus, o que é hipotetizado pelos 

mesmos como consequência da diminuição das enzimas SOD e CAT no músculo esquelético 

e, graças a isso, um acúmulo de EROs (CAMPOS et al., 2008).  Animais expostos a 

pesticidas podem ter seus níveis de peroxidação lipídica aumentado nos tecidos, levando a 

danos químicos e morte celular (AL-OTHMAN et al., 2011; CHAMPE e HARVEY, 2006). 

Tal dano aos lipídios das células e da membrana celular são medidos através do ensaio 

que mede as substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). Essas substâncias são um 

subproduto da peroxidação lipídica, consistindo em uma cascata de reações oxidativas 

resultantes da ação de EROs sobre os fosfolipídios das membranas celulares (LUSHCHAK e 

BAGNYUKOVA, 2006). A intensidade da peroxidação lipídica pode ser avaliada de acordo 

com os níveis dos produtos primários ou ainda através dos produtos finais da peroxidação 

como, por exemplo, o malondialdeído (MDA) que é ensaiado com o ácido tiobarbitúrico e 

expresso em TBARS (LUSHCHAK e BAGNYUKOVA, 2006), (ORUÇ e USTA, 2007). 

As proteínas carboniladas resultantes da oxidação causada diretamente por EROs ou 

por produtos de oxidação lipídica são observadas em maior quantidade durante o 

envelhecimento e doenças como diabetes e doença de Parkinson (NARAYANASAMY et al.; 

2014). Derivados de carbonila podem ser gerados pela oxidação de resíduos de aminoácidos, 

por isso a medição dos seus níveis é um método adequado de aferição de dano protéico 

(STADTMAN, 1990), já que o surgimento de grupos carbonil em proteínas é considerado 

evidência de modificação oxidativa (LEVINE, 1994). 

A GST atua na biotransformação através da conjugação de xenobióticos à glutationa 

reduzida. É uma isoenzima metabólica mais conhecida por sua capacidade de catalisar a 

conjugação da forma reduzida de glutationa (GSH) a substratos xenobióticos para fins de 

biotransformação, transformando-os em produtos hidrossolúveis, facilmente metabolizáveis e 

excretáveis. Além disto, algumas GSTs atuam de forma semelhante à GPx, sendo capazes de 

conjugarem hidroperóxidos orgânicos com a glutationa oxidada e álcoois (COSTANTINI, 

2014).  Por atuar nesses tipos de reações, a GST tem sido utilizada como biomarcador de 

exposição a agrotóxicos (MINGO et al., 2017). Pesquisadores têm relatado que a atividade da 

GST diminui sob efeito de herbicidas que contém glifosato em sua formulação (GÜNGÖRDÜ 
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et al., 2016). Contudo, esta resposta pode variar conforme a espécie e o tecido estudado 

(WILKENS et al., 2019). 

O glicogênio é um polissacarídeo multiramificado de glicose que serve como uma 

forma de armazenamento de energia em animais, fungos e bactérias. É a principal forma de 

armazenamento de glicose no corpo humano. Além disso, Ezemonye e Tongo (2009) 

sustentam que herbicidas como o glifosato, atrazina e quinclorac podem ter efeitos em 

parâmetros bioquímicos e fisiológicos nos níveis de estoques de energia e compostos 

estruturais (como glicogênio, lipídios e proteínas); enquanto Dornelles e Oliveira (2014 e 

2015) demonstram que os parâmetros de balanço oxidativo em girinos de rã-touro também 

são afetados.  

A interação da atrazina nos organismos está frequentemente associada à depleção do 

armazenamento de glicogênio, o que é uma evidência da diminuição da estocagem de energia 

(CICIK e ENGIN, 2005). A depleção do conteúdo de glicogênio em organismos expostos à 

atrazina, comparados ao grupo controle, é um indicativo de provável efeito toxicológico 

observado, além de representar, possivelmente, um aumento do gasto energético para 

compensar o estresse causado pelo herbicida, como proposto por Da Silva et al. (2020) para 

girinos expostos a sulfentrazone e glifosato. A redução nos níveis de glicogênio de girinos 

expostos à atrazina pode ser o resultado do pesticida afetando as atividades de enzimas que 

atuam na glicogenólise (CRAVEN et al., 2021). Algumas investigações também mostraram 

que contaminantes orgânicos, como pesticidas, podem diminuir o nível de glicogênio de 

invertebrados e peixes, afetando as atividades de enzimas que desempenham um papel ativo 

no metabolismo de carboidratos (CICIK e ENGIN, 2005). A perda de glicogênio pode ser 

considerada como uma resposta inespecífica que significa estresse, e que tem sido associada a 

alterações no cortisol durante exposições de estresse tóxico em vertebrados (WEDEMEYER, 

BARTON e MCLEAY, 1990). 

As proteínas totais podem estar diminuídas em condições estressantes e consequente 

aumento do gasto energético após exposição a agrotóxicos. Isso pode ocorrer devido a uma 

tentativa de biotransformar compostos tóxicos para aumentar a síntese de ATP ou para a 

formação de lipoproteínas (GANESHWADE, 2012).  

Tendo estes fatos em consideração, a espécie selecionada para esse projeto foi Boana 

faber (sapo-martelo), pertencente à família Hylidae (FIG. 1).  
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Figura 1 - Exemplar adulto de Boana faber (Fonte: https://www.inaturalist.org) 

Trata-se de uma espécie descrita em 1821 pelo naturalista Maximilian zu Wied-

Neuwiede. O seu estado de conservação de acordo com a IUCN é de menor preocupação e é 

uma das maiores do gênero, medindo entre 8.5 e 10 cm (LUZA et al., 2015). Sua distribuição 

vai do leste do Paraguai e norte do Rio Grande do Sul até o extremo nordeste brasileiro, 

ocorrendo em grandes porções dos biomas da Mata Atlântica e do Cerrado (MARTINS e 

HADDAD, 1988). Vive em florestas tropicais úmidas e nas bordas dessas florestas, mas 

também é encontrada próxima à áreas agrícolas, permitindo contato com agrotóxicos. 

Reproduz-se fazendo ninhos em corpos d’água temporários ou permanentes (incluindo corpos 

d’água artificiais) e perto de riachos de fluxo lento (LAVILLA et al., 2010). Tais fatores estão 

relacionados à biologia e ao ciclo de vida desses animais, já que habitam ambientes aquáticos 

e terrestres e se alimentam de plantas e animais que podem ser importantes rotas de captura de 

poluentes (WELLS, 1977). Por fim, outro fator que reforçou o interesse no estudo dos efeitos 

de agrotóxicos em anfíbios é que muitas das espécies que põem ovos na água ou em espuma 

possuem uma membrana fina e permeável em seus ovos, assim como uma pele permeável 

quando adultos (BOONE e BRIDGES, 2003; SCHIESARI et al., 2007). 

É preciso considerar, adicionalmente, que os anfíbios são bons bioindicadores de 

poluição ambiental devido à sua suscetibilidade a produtos químicos durante seu ciclo de vida 

em água doce (VENTURINO et al., 2003). Além disso, as fases iniciais da vida de muitas 

espécies são restritas ao ambiente aquático (BOYER e GRUE, 1995). 

O termo bioindicador aqui será usado na acepção de Gerhardt, ou seja, trata-se de uma 

espécie ou grupo de espécies que prontamente reflete o estado abiótico ou biótico de um 

ambiente, representa o impacto da mudança ambiental em um habitat, comunidade ou 
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ecossistema ou é indicativo da diversidade de um subconjunto de taxa ou toda a diversidade 

dentro de uma área (2011). Mais especificamente, também de acordo com Gerhardt, 

utilizaremos uma categoria mais específica de bioindicador que são os indicadores 

ambientais: É uma espécie ou grupo de espécies que respondem previsivelmente a distúrbios 

ou mudanças ambientais. De acordo com Siddig, ao revisar 1914 artigos que utilizaram esta 

técnica de conservação entre 2001 e 2014, o uso de bioindicador como indicador ecológico 

para monitorar mudanças ambientais é confiável e econômico. Além disso, o mesmo autor 

conclui que desse número de artigos, somente 1% utilizou anfíbios como bioindicadores 

(2016). 

Para Gerhardt, existem vários critérios necessários para que uma espécie seja 

considerada um bom bioindicador. É necessária alta abundância e ampla distribuição em um 

determinado tipo de ambiente, fácil amostragem, classificação e armazenamento. 

Adicionalmente, fácil taxonomia e reconhecimento, pelo não especialista, baixo custo de 

manutenção e facilmente cultivável em laboratório. Importante é que não sejam nem muito 

sensíveis, nem muito resistente. Que tenhamos bons conhecimentos sobre a ecologia, 

fisiologia e distribuição das espécies e, por fim, que a resposta do bioindicador deve ser 

representativa das respostas de outros táxons ou mesmo do ecossistema. Dentre todos esses 

critérios, somente o conhecimento sobre a ecologia e fisiologia são inadequados. Afora isso, 

consideramos a espécie uma candidata apropriada como bioindicadora.  

O município escolhido para a coleta de massas de ovos de Boana faber foi São 

Francisco de Paula, que está localizado no planalto do nordeste gaúcho, na microrregião de 

Vacaria ou Campos de Cima da Serra. A área territorial do município é de 3.264,490 km², 

fazendo dele hoje o 15º município do Estado em área, sendo o maior da mesorregião Nordeste 

(IBGE, 2018). Tal região do Rio Grande do Sul é formada pela união de 53 municípios da 

Serra Gaúcha, sendo as principais cidades Bom Jesus, Cambará do Sul, Esmeralda, Lagoa 

Vermelha, São Francisco de Paula, Vacaria, Caxias do Sul, Farroupilha e Bento Gonçalves. 

Tradicionalmente, o município não tem por característica a diversificação de culturas, 

privilegiando monocultura de pinus para extração de madeira e a produção de milho, batata, 

maçã e alho, com uma área estimada de 13.294 ha de área plantada; além de produção animal, 

principalmente bovinos, ovinos e galináceos. Contudo, ao longo dos últimos cinco anos vem 

aumentando o cultivo de soja na região chegando a 46,6% da área total plantada no município 

(SEBRAE, 2020). A região também apresenta um forte potencial turístico devido as suas 

atrações naturais além do potencial agroindustrial.   
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De acordo com os dados do Sistema Integrado de Gestão de Agrotóxicos (SIGA), 

fornecidos pela Secretaria da Agricultura, Pecuária e Desenvolvimento Rural, os agrotóxicos 

mais utilizados no município de São Francisco de Paula em 2020 foram Mancozebe 

(77.921,435 Kg), Glifosato sal de potássio (25.095, 435 L) e Clorpiriforós (13.172, 580 L). As 

variedades agrícolas com maior demanda de agrotóxicos entre 2018 até o início de 2021 

foram, também segundo o SIGA, a batata (6.004 solicitações), o milho (4.607), a maçã 

(2.711) e a soja (2.094) (RIO GRANDE DO SUL, 2019). 
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2  OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Estabelecer e acompanhar marcadores ligados à composição bioquímica, ao balanço 

oxidativo e a fatores de condição nutricional em girinos de Boana faber (Hylidae), cujos ovos 

foram coletados no período de maior atividade reprodutiva da espécie (primavera e verão). 

Pretendemos, assim, padronizar esta espécie nesta fase do desenvolvimento como 

bioindicadora da Mata Atlântica, estabelecendo também biomarcadores que refletem a 

interação de substâncias químicas com o sistema biológico (biomarcadores de exposição e de 

efeito) ligados à possível disrupção metabólica e funcional quando expostos à formulação 

comercial contendo glifosato (Roundup® Original) em concentrações ecologicamente 

relevantes. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Quantificar e analisar a atividade da enzima glutationa s-transferase (GST), uma enzima 

de fase II de biotransformação; 

• Quantificar e analisar a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) 

e catalase (CAT), bem como os níveis de marcadores de dano oxidativo através da 

lipoperoxidação (TBARS) e proteínas carboniladas (PC); 

• Quantificar marcadores do metabolismo energético através da determinação dos níveis de 

glicogênio (GG), proteínas totais do animal (PT) e ácido úrico (AU) em homogeneizado 

total dos animas; 

• Quantificar e analisar parâmetros morfométricos principalmente através da relação entre 

a massa corporal e o comprimento total dos animais, estabelecendo o fator K e o Kn; 

• Relacionar e comparar as respostas obtidas para as diferentes concentrações do herbicida, 

possibilitando uma melhor compreensão do seu impacto biológico, sobre a espécie alvo 

deste estudo. 
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Para a realização deste trabalho foram solicitadas as devidas autorizações legais junto 

ao Instituto Chico Mendes para a Conservação da Biodiversidade (ICMBio: 78625-1) e à 

Comissão de Ética para Uso de Animais da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande 

do Sul (CEUA-PUCRS: 10622), bem como foi feito o registro de acesso ao patrimônio 

genético (SisGen) permitindo assim, o desenvolvimento deste estudo. 

Este trabalho foi realizado em uma área pertencente ao domínio da Mata Atlântica 

formada por um mosaico de campos naturais associados a floresta subtemperada localizado 

no município de São Francisco de Paula (29º27’ - 29º35’S e 50º08’ - 50º15’W, altitude média 

de 912 m), estado do Rio Grande do Sul, sul do Brasil (FIG. 2). As áreas de estudo estão 

localizadas dentro do Centro de Pesquisa e Conservação da Natureza Pró-Mata (CPCN Pró-

Mata), uma área preservada de aproximadamente 4,500 ha. O clima do local é classificado 

como temperado superúmido (ROSSATO, 2011), com chuvas bem distribuídas pelo ano 

chegando a 1700–2000 mm e uma média anual de temperatura entre 14 - 17°C. 

 

 

Figura 2 - Local da coleta no Pró-Mata, próximo a sede (Fonte: Laura Kauer Schuck) 

A coleta das massas de ovos foi realizada no mês de dezembro de 2021, próximo a 

corpos de água em diferentes pontos no pró-mata, onde normalmente são encontrados os 
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ninhos desta espécie. Acondicionamos todos os ovos encontrados em recipientes plásticos, um 

para cada ninho, contendo água do local de coleta, sob aeração constante. No momento da 

coleta dos ovos, nos sítios reprodutivos, verificamos os seguintes parâmetros abióticos: 

temperatura da água, pH e a saturação de oxigênio na água através de sondas específicas 

multiparâmetro, para que fossem usados como base para o cultivo dos ovos e girinos em 

laboratório.  

Foram coletados no local os ovos contidos em pelo menos cinco ninhos diferentes 

(FIG. 3).  

 

Figura 3 – Foto da desova de Boana faber e dos locais de coleta (Fonte: Priscila Barth e Carolina Caberlon) 

 

O nível de oxigênio dissolvido nos locais de coleta das desovas forma de 18,6% no 

local 1 e de 18,3% no local 2. A temperatura dos locais foram 21,1°C com uma umidade 

relativa do ar de 96%.  

Os ovos foram transportados até o Centro de Modelos Biológicos (CEMBE) da 

Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul em 17/12/2021. Em seguida, foram 

acomodados em 3 aquários de 10L com água declorada por meio de kit anticloro da Labteste 

(pH= 6.6, O2 (mg/L) = 15,7 e temperatura de 22,2 oC) a partir de água potável fornecida pelo 

Departamento Municipal de Água e Esgoto (DMAE) (Tabela 1).  
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Tabela 1 - Parâmetros abióticos da água declorada utilizada para preenchimento dos aquários durante todo o 

período de experimentação. Valores médios dos meses de dezembro/2021 e janeiro/2022 do Sistema Geral de 

Distribuição, mensurado pelo Dmae da cidade de Porto Alegre. 

pH 6,35 

Turbidez 0,52 UT 

Cor aparente 5 mg Pt-Co/L 

Cloro residual livre 0,80 mg Cl2/L 

Cloro residual combinado 0,985 mg Cl2/L 

Coliformes fecais Ausente (em 100ml) 

 

A eclosão iniciou em 20/12 e, em 23/12, todos os ovos haviam eclodido. Os juvenis 

ficaram somente com as reservas nutricionais alocadas da mãe por 16 dias (até 05/01/22) e, 

nesta fase, morreram apenas cinco animais.  Neste período, os parâmetros da água destes 

aquários variaram pouco (pH= 7.3, O2= 28.56 mg/L, temperatura de 21,6 oC e amônia de 0,25 

- 0,5 ppm).   

Após esse período, os girinos foram deixados em 3 aquários de 10L separados para 

que se desenvolvessem até que atingissem o estágio 25 de Gosner, quando começam a se 

alimentar (GOSNER, 1960). Quando um número suficiente de animais atingiu entre os 

estágios 25-26 de Gosner eles foram separados em aquários de 5L, sendo cerca de 11 animais 

alocados por aquário perfazendo um total de 25 aquários e 282 girinos distribuídos igualmente 

entre eles. Do dia 6/1 até o dia 17/1 os girinos foram alimentados com ração para peixes 

(Alcon basic com 38% de proteína bruta), uma vez ao dia. Estes 12 dias constituíram o 

período de aclimatação.   

A sala de cultivo foi mantida em temperatura controlada em 22˚C ± 2˚C, ciclo 

circadiano 12h claro/12h escuro com os aquários sob aeração constante onde foram 

acompanhados diariamente os níveis de pH, condutividade, O2 dissolvido e temperatura; além 

da amônia que foi acompanhada por meio de Kit da Alcon (Tabela 2). Toda vez que a amônia 

foi maior que 0,5ppm nós trocamos 2/3 da água do aquário. 
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Tabela 2 - Parâmetros abióticos monitorados diariamente nos aquários durante o cultivo experimental de Boana 

faber. 

 

  

Depois do período de aclimatação, parte dos animais (Controle Dieta) foram pesados 

em balança eletrônica (precisão de 0,001 g) e o comprimento rostrocaudal foi mensurado com 

paquímetro digital (precisão de 0,01 cm), sendo acondicionados dois a dois em tubos do tipo 

eppendorf para serem crioeutanasiados em nitrogênio líquido e mantidos congelados em 

freezer -80°C até a análise dos biomarcadores. Foram reservados 18 - 19 animais para cada 

grande grupo de marcadores (balanço oxidativo, metabolismo e proteínas carboniladas).  

O restante dos animais foi exposto a três diferentes concentrações (65, 260 e 520 µg.L-

1) de glifosato) obtidas por cálculo matemático a partir de uma formulação comercial de 

herbicida contendo glifosato. Foi utilizada a formulação comercial Roundup® Original, tendo 

como princípio ativo o glifosato e contendo as seguintes especificações: sal de isopropilamina 

e n-(fosfonometil) glicina em proporção de 480 g/L (48% m/v), equivalente ácido de N-

(fosfonometil) glicina (Glifosato) em proporção de 360 g/L (36% m/v) e ingredientes inertes 

em proporção de 684 g/L (68,4% m/v). Por fim, estabelecemos as concentrações a partir do 

limite máximo permitido pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) para Águas 

doces de classe 1 (CONAMA, 2005) que estabelece 65 µg.L-1 de glifosato para esta classe de 

água doce e trabalhos que relatam este herbicida em águas superficiais do RS (PERUZZO et 

al., 2008). Todas as outras concentrações já foram utilizadas em estudos anteriores e 

encontradas no ambiente natural da espécie. 

Os grupos experimentais definidos foram: grupo dieta (CD), composto por 58 

indivíduos coletados de cinco aquários ao fim do período de aclimatação; controle 

experimental (CE), 56 animais não expostos aos herbicidas e que foram mantidos por todo o 

período de experimentação; glifosato (G1), exposto a 65 µg.L-1 de glifosato; (G2), exposto a 

260 µg.L-1 de glifosato) e (G3), exposto a 520 µg.L-1 de glifosato. Cada grupo experimental 

foi constituído de cinco aquários. Para os grupos expostos ao herbicida 56 animais foram 

 pH Condutividade (µS/cm) O2 (mg/L) Temperatura (oC) Amônia (ppm) 

Média 7.06 168,39 55,59 22,94 0,4 

Desvio 

padrão 
0.19 12,37 9,19 0,42 0,51 

Erro padrão 0.043 2,41 0,98 0,14 0,03 
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distribuídos em cinco aquários por grupo experimental, ou seja, 11 a 12 animais por aquário e 

o tempo de exposição foi de 7 dias (FIG. 4). 

 

 

Figura 4 - Esquema detalhando o desenho experimental e as concentrações aplicadas do herbicida (Fonte: autor) 

 Para o processo de contaminação da água dos aquários foi preparada uma solução mãe 

do herbicida contendo 1 g/L de glifosato; foi quantificada a concentração de glifosato na 

solução mãe no Laboratório de Química Analítica Ambiental (PUCRS) utilizando a 

metodologia proposta por Marques et al. (2009). Esta concentração foi de 1253 mg/L e não 

apresentou decaimento significativo ao longo de cinco dias. 

Após o período de exposição, todos animais foram pesados, medidos e acondicionados 

dois a dois em tubos do tipo eppendorf para serem crioeutanasiados em nitrogênio líquido e 

mantidos congelados em freezer -80°C até a análise dos biomarcadores. Foram reservados 18 

animais para cada grande grupo de marcadores (balanço oxidativo, metabolismo e proteínas 

carboniladas). 

 

3.1 DETERMINAÇÃO DOS FATORES DE CONDIÇÃO 

 

O fator de condição é um parâmetro que tem sido utilizado em peixes, refletindo as 

condições nutricionais recentes dos animais e fornecendo subsídios para análise do estado 

fisiológico, além de permitir a comparação de populações submetidas a condições ambientais 

e alimentares diversas (GOMIERO et al., 2010; RODRIGUES e D’INCAO, 2014). Para os 

girinos foi determinado o fator de condição alométrico (K= (W/Lb) x 100), onde b é estimado 
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pela equação da relação peso/comprimento (Y= a.Xb, Y= comprimento e X é igual a massa 

corporal) (SANTOS, 1978). A partir do estabelecimento desta equação foi calculada a relação 

entre o valor de massa corporal observado e o esperado (Kn= Massa observada/Massa 

esperada). A diferença entre K e Kn é que o primeiro mede o desvio de um indivíduo de um 

animal hipotético, enquanto o último mede o desvio de um indivíduo do peso médio a partir 

do comprimento.  

 

3.2 DETERMINAÇÃO DO BALANÇO REDOX 

Para determinação dos marcadores do balanço oxidativo os girinos foram 

homogeneizados em Ultra-Turrax (IKA-WERK), em banho de gelo (0-4ºC), em uma solução 

de tampão fosfato (20 mM) contendo cloreto de potássio (20 mM) e fluoreto de fenil metil 

sulfonila (PMSF), na concentração de 1mM (inibidor de proteases), em uma proporção de 

uma grama de peso úmido para cada 6 mL de solução (massa:volume). Este homogeneizado 

foi centrifugado, em centrífuga refrigerada a 4ºC, por 10 minutos a 10.000 rpm, o 

sobrenadante foi retirado, aliquotado em quatro tubos do tipo eppendorf, identificados e 

congelado em freezer a -80ºC para as dosagens posteriores; os precipitados foram 

desprezados. Para a normatização de todos os marcadores de balanço oxidativo foram 

quantificadas as proteínas contidas neste sobrenadante por meio de kit comercial (Biotécnica) 

com os resultados das proteínas expressos em mg/mL de solução. Esta quantificação das 

proteínas nos permitiu também termos uma precisão na oferta de proteínas a serem utilizadas 

nas quantificações dos diferentes marcadores de balanço oxidativo. Todos os marcadores do 

balanço oxidativo foram quantificados em pelo menos triplicata por eppendorf. 

3.3 MARCADORES DO BALANÇO OXIDATIVO 

 

Os níveis de lipoperoxidação foram determinados pela técnica de TBARS, que consiste 

em aquecer o material biológico a ser testado na presença de ácido tiobarbitúrico, sob 

condições ácidas, e medir, espectrofotometricamente, a formação de um produto de cor rósea 

(BUEGE e AUST, 1978), com absorbância máxima em 535 nm. Adiciona-se, em um 

eppendorf de fundo redondo, 300 μl de ácido tricloroacético (TCA) a 10%, 100 μl do 

sobrenadante, 200 μl de ácido tiobarbitúrico (TBA) a 0,67% e 100 μl de água destilada, nesta 

ordem de adição, totalizando o volume de 700 μl. Em seguida, as amostras são incubadas a 
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100 ºC por 15 minutos e, logo depois, resfriadas em banho de gelo durante 30 minutos. Após, 

acrescenta-se 600 μl de butanol, agita-se brevemente as amostras em agitador (Biomatic), 

estas são centrifugadas em centrífuga refrigerada a 4°C durante 10 minutos a 3000 rpm. A 

leitura em espectrofotômetro foi realizada em cubeta de quartzo, a partir do volume total de 

400 μl de sobrenadante, utilizando-se a absorbância de 535 nm. A concentração de TBARS 

no sobrenadante do homogeneizado foi expressa em nmol de TBARS.mg de proteína-1. 

A quantificação de proteínas carboniladas (PC) foi realizada pelo método descrito por 

Levine et al. (1994), no qual é necessário preparar o tampão de extração (0,5 mL Tris HCl 

1M, 0,4 mL de EDTA 50 mM, 100 µL de PMSF 100 mM, 100 µL de Benzamidina 100 mM, 

H2O MilliQ q.s.p.) e as seguintes etapas: pulverizar o animal em nitrogênio líquido; adicionar 

1mL do tampão de extração em cada amostra. Centrifugar a 10000 g por 15 minutos a 4°C. 

Coletar sobrenadante e utilizar imediatamente nos passos posteriores. Deve-se transferir 500 

µL do extrato para novo tubo e adicionar 50 µL de Streptomicina (10%) e manter a 

temperatura ambiente por 15 minutos. Centrifugar a 10000 g por 10 minutos a 4 °C. Coletar 

sobrenadante e transferir para um tubo novo. Adicionar 500 µL de TCA 20% e manter a 

temperatura ambiente por 15 minutos. Centrifugar 10000 g por 10 minutos a 4°C e descartar 

sobrenadante. Ressuspender o precipitado em 500 µL de DNPH (2,4-Dinitrophenylhydrazine, 

10 mM, 2M HCl). Incubar por 1 hora a temperatura ambiente, agitando a amostra de 15 em 

15 minutos. Adicionar 500 µL de TCA 20% e manter a temperatura ambiente por 15 minutos. 

Centrifugar a 10000g por 10 minutos a 4°C e descartar sobrenadante. Lavar o precipitado com 

1mL de Etanol: Acetato de Etila (1:1) e manter a temperatura ambiente por 10 minutos. 

Centrifugar a 10000g por 3 minutos a 4°C. Repetir a lavagem por mais duas vezes. 

Ressuspender o precipitado em 0,6 mL de Ureia 6M (pH 2,4) e manter a temperatura 

ambiente por 15 minutos. Realizar leitura no espectrofotômetro em 370 nm (A370), utilizando 

o branco composto apenas por uréia (0,6 mL) para zerar o aparelho. O conteúdo de carbonil é 

medido pela fórmula Carbonil (μmoles) = (A370/22.000) x 1.000.000. O teor das proteínas 

totais ofertadas (medido por uso de kit comercial da BioTécnica) é utilizado no cálculo final 

da expressão das proteínas carboniladas (carbonil/teor de proteínas em mg).  

A técnica para determinação da atividade da Superóxido Dismutase (SOD) no 

sobrenadante baseia-se na inibição da reação do radical superóxido com a adrenalina através 

da quantificação em unidades relativas, sendo que uma unidade de SOD é definida como a 

quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de redução do detector (adrenalina). A 

oxidação da adrenalina leva à formação de um produto colorido, o adrenocromo, detectado 

espectrofotometricamente a 480 nm, em cinética enzimática (100” com registro de 10 em 10”) 
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para três curvas com concentração crescente de amostra (10 µl, 20 µl e 30 µl). O meio de 

reação empregado consiste em glicina-NaOH (50 mM, pH 10,5) e adrenalina (1mM) 

(BOVERIS e CADENAS, 1982). A quantificação da atividade da SOD é expressa em 

unidades de SOD.mg de proteína-1. 

Para a determinação da Catalase (CAT), a ativação prévia do sistema enzimático pode 

ser necessária antes da realização da leitura da reação no espectrofotômetro. A ativação da 

CAT no sobrenadante foi realizada adicionando-se 5μl de etanol a um eppendorf com 50 μl de 

amostra e, após banho de gelo durante 30 minutos, adiciona-se 5 μl de Triton X-100, um 

detergente não iônico (GALBRAITH et al., 1983), em uma proporção final de 1:10:1, com 

uma relação v:v:v. Após estes procedimentos, as amostras foram lidas em cubeta de quartzo, 

adicionando-se 955 μl de tampão fosfato e 10 μl de homogeneizado do tecido; após, zera-se o 

espectrofotômetro e, por fim, adiciona-se 35 μl de H2O2 (concentração final de 50 mM). A 

leitura no espectrofotômetro foi realizada com absorbância de 240 nm, em cinética enzimática 

(100” com registro de 10 em 10”). Para a expressão dos resultados, foram quantificadas as 

proteínas da amostra (BOVERIS e CHANCE, 1973) e os resultados expressos em pmoles 

CAT.mg proteína-1.min-1. 

A atividade da enzima Glutationa S-Transferase (GST) no sobrenadante foi medida de 

acordo com o método descrito por Boyland e Chasseaud (1969), através da quantificação da 

conjugação do 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH), 

catalisada pela GST, produzindo um composto que pode ser detectado em 340 nm, em 

cinética enzimática (100” com registro de 10 em 10”), onde a atividade da GST se dá de 

acordo com o aumento nos valores da absorbância, e é proporcional à velocidade de produção 

do composto conjugado (HABIG e JAKOBY, 1981). Desta atividade é descontada a reação 

basal, obtida pela leitura da reação entre a GSH do ensaio e o CDNB, sem a presença da 

amostra. O ensaio enzimático é realizado em tampão fosfato de potássio (KPi) 100 mM, 

EDTA 1 mM, pH 7,0 contendo 1 mM GSH e 1 mM de CDNB. A atividade da GST é 

expressa como mmoles de conjugado CNDB.min-1.mg proteína-1. 

 

3.4 MARCADORES DE METABOLISMO 

 

Para a dosagem do glicogênio, ácido úrico e proteínas totais dos animais, 0,4 μl de KOH 

foram adicionados aos eppendorfs em cada uma das amostras, sendo estas colocadas em 

banho fervente (100 °C) por 4 horas.  
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 Após, os níveis de proteínas totais foram estimados usando o kit da Biotécnica®, está 

técnica se baseia na reação do íon cobre com as ligações peptídicas das proteínas séricas em 

meio alcalino (Biuret Reagent). Esta reação produz um líquido roxo com absorbância máxima 

em 545 nm.  

Os níveis de ácido úrico foram quantificados usando um kit de ensaio disponível 

comercialmente (Ácido Úrico - Biotécnica®), que se baseia na oxidação catalisada por 

uricase do ácido úrico em alantoína e peróxido de hidrogênio. A leitura dos níveis de ácido 

úrico se deu em 505 nm.  

O glicogênio foi extraído segundo Van Handel (1965) e quantificado como glicose após 

hidrólise ácida (HCl) e neutralização (Na2CO3), utilizando-se Kit Biotécnica (Glicose), tendo 

como princípio o método da glicose oxidase, que catalisa a oxidação da glicose. O peróxido 

de hidrogênio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob ação catalisadora da 

peroxidase, através de uma reação oxidativa de acoplamento formando uma 

antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor é proporcional à concentração de 

glicose na amostra, com absorbância máxima em 505 nm.  

Todos foram medidos espectrofotometricamente, em triplicata, em um sistema CARY 3E 

– UV – Visible Spectrophotometer Varian. Os resultados de proteínas totais, ácido úrico e 

glicogênio foram expressos em mg/g de peso úmido. 

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos o erro padrão e 

analisados quanto à normalidade pelo teste de D’Agostino-Pearson e homogeneidade pelo 

teste de Levene e teste de Bartlett. 

Quanto a comparação dos grupos CD e CE, para aferição da normalidade ou não dos 

dados foi aplicado o teste D'Agostino & Pearson, caso fossem paramétricos usamos o teste T 

não-pareado e, caso os dados tenham tido distribuição não-paramétricos, foi aplicado o teste 

de Mann Whitney. 

Para a análise dos diversos parâmetros que foram quantificados para os girinos do 

grupo controle exposição (CE) e os expostos as diferentes concentrações de glifosato (G1, G2 

e G3) foi aplicado o teste de análise de variância de uma via seguida pelo teste complementar 

de Games-Howell ou LSD (somente para a SOD), caso os dados se mostrassem paramétricos, 

ou teste de Kruskal-Wallis seguido do complementar de Dunn, caso não sejam paramétricos.  
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Foi adotado o nível de significância de 5%, e as análises estatísticas serão realizadas 

com os programas Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) e GraphPad Prism 9 for 

Windows. 
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4  RESULTADOS 

 

A comparação entre os resultados do grupo Controle Dieta (CD), que ficou por 12 dias 

em condições controladas após atingir o estágio 25 de Gosner, e o grupo Controle Exposição 

(CE), que ficou por 19 dias em condições controladas, também sem exposição ao herbicida, é 

apresentada na Tabela 3. O ácido úrico teve um valor 15% menor no grupo CE (0,225 mg/g) e 

o glicogênio um valor 29% menor (0,015 mg/g) em comparação ao grupo CD. Pelo contrário, 

a catalase apresentou um valor significativo 26% maior (23,106 pmol/mg.proteínas.min) no 

grupo CE. Ressalta-se que a diferença entre todos esses grupos descritos foi significativa. 

 

Tabela 3 - Valores obtidos nos grupos controle para os parâmetros analisados no cultivo de Boana faber 

expostos ao glifosato. Período de aclimatação (12 dias) e exposição (7 dias). Valores expressos como média ± 

erro padrão. *= p<0,05. Fonte: Tabela elaborada pelo autor. 

Parâmetros Dieta (CD) Exposição (CE) 

Comprimento (mm) 21.657 ± 0.385 23.109 ± 0.315 

Massa (g) 0.102 ± 0.006 0.093 ± 0.002 

Fator K 1.100 ± 0.056 0.960 ± 0.020 

Fator Kn 3.258 ± 0.169 2.888 ± 0.061 

Proteínas totais dos animais (mg/g) 182,05 ± 6,65 174,27 ± 6,96 

Glicogênio (mg/g) 0,021 ± 0,001 0,015 ± 0,003* 

Ácido úrico (mg/g) 0,264 ± 0,09 0,225 ± 0,004* 

SOD (U SOD/mg de proteínas) 21,477 ± 1,772 23,604 ± 2,987 

CAT (pmol/mg.proteínas.min) 18,360 ± 12,338 23,106 ± 6,967* 

GST (nmoles/mg.proteínas.min) 0,843 ± 0,091 0,638 ± 0,235 

TBARS (µmol/mg de proteínas) 24,251 ± 5,882 48,628 ± 11,627 

Proteínas carboniladas (µM Carbonil) 14,494 ± 5,292 13,727 ± 5,897 

4.1 MASSA, COMPRIMENTO E FATORES DE CONDIÇÃO CORPORAL 

 

Não houve diferença significativa entre a massa corporal dos girinos do grupo CE 

(0,1645 g) e todos os grupos expostos ao glifosato. No entanto os valores de G3 ficaram 92% 

menores em relação ao grupo G2 (FIG. 5).  
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4.1.1 Massa 

 

 

Figura 5 - Massa dos animais expostos a três concentrações crescentes do herbicida glifosato. As barras 

representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças significativas entre os grupos para 

um p< 0,05. 

4.1.2 Comprimento 

 

O comprimento dos animais também não diferiu estatisticamente entre o grupo 

controle exposição e os girinos dos grupos expostos ao glifosato; contudo, quando 

comparamos os diferentes grupos expostos entre si verificamos uma diminuição de cerca de 

50% no comprimento corporal total dos animais expostos as maiores concentrações de 

glifosato (G2 e G3) (FIG. 6). 
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Figura 6 - Comprimento dos animais expostos a três concentrações crescentes do herbicida glifosato. As barras 

representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças significativas entre os grupos para 

um p< 0,05. 

4.1.3 Fatores de condição K e Kn 

 

 A relação peso comprimento nos girinos de Boana faber foi estimada com os valores 

de massa corporal e comprimento total dos girinos dos grupos controle (CD e CE) pela 

equação W= 0,013. L0,6397; onde o valor do coeficiente b, o exponente da equação foi de 

0,6397 (FIG. 7). Isto indica um padrão de crescimento alométrico negativo (b<3). 

 

Figura 7 - Curva de crescimento estabelecida através da relação entre a massa corporal e o comprimento total 

dos animais dos grupos controle (CD e CE). 

 

 O fator K, obtido pela relação entre a massa observada e a massa esperada, não diferiu 

significativamente entre o grupo CE (média: 0,96 ±0,019) e os demais grupos expostos ao 

glifosato, G1 (0,96 ±0,0022), G2 (0,99 ±0,019) e G3 (0,91 ±0,02). No entanto, o grupo G2 

diferiu de forma significativa do grupo G3, onde observamos uma redução de 9% (FIG. 8). 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0 5 10 15 20 25 30

M
as

sa
 c

o
rp

o
ra

l (
m

g)

Comprimento total (mm)

Curva de Crescimento



25 

 

 

 

Figura 8 – Fator K (massa observada/massa esperada) dos girinos expostos a concentrações crescentes do 

herbicida glifosato. As barras representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças 

significativas entre os grupos para um p< 0,05. 

 

Com relação ao fator de condição alométrico, calculado a partir da curva de 

crescimento, os valores do fator Kn (Kn= (W/Lb).100) não diferiram estatisticamente entre os 

grupos CE e os demais grupos expostos ao glifosato. Contudo, houve diferença significativa 

entre o grupo G2 e G3, sendo o primeiro 9,72% maior (FIG. 9). 

 

 

Figura 9 - Fator de condição alométrico (Kn) dos animais expostos a três concentrações crescentes do herbicida 

glifosato. As barras representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças significativas 

entre os grupos para um p< 0,05. 
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4.2 MARCADORES DE BALANÇO OXIDATIVO 

4.2.1 Lipoperoxidação 

 

Os níveis de lipoperoxidação de nenhum grupo variou estatisticamente (FIG. 10). No 

entanto, os grupos G2 e G3 ficaram 56 e 51% menores que o controle exposição, 

respectivamente. 

 

Figura 10 - Níveis de TBARS nos grupos expostos a três concentrações crescentes do herbicida glifosato. As 

barras representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças significativas entre os 

grupos para um p< 0,05. 

4.2.2 Proteínas totais do sobrenadante (PTS) 

 

Os níveis de proteínas totais do sobrenadante não diferiram significativamente entre o 

controle exposição (CE) e os grupos expostos ao herbicida Roundup® nas três concentrações 

utilizadas. A maior diferença foi observada entre CE (média 5,18 mg/ml) e o grupo G1 (3,75 

mg/ml), sendo o valor deste último 28% menor que o controle. Contudo, quando comparamos 

os grupos expostos entre si verificamos uma diferença significativa entre o grupo G1 e os 

grupos G2 e G3 (FIG. 11). 
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Figura 11 - Níveis de proteínas totais do sobrenadante nos grupos expostos a três concentrações crescentes do 

herbicida glifosato. As barras representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças 

significativas entre os grupos para um p< 0, 05. 

4.2.3 Superóxido dismutase 

 

Os níveis de SOD diferiram estatisticamente entre o grupo CE e G3 (520 µg.L-1), 

sendo este 173% maior que o controle exposição (H (4) = 10,84, p = 0,0283). O grupo G1 

apresentou os menores níveis de SOD (média: 20,57, erro padrão: ±1,36) (FIG. 12).  

 

Figura 12 - Níveis de SOD nos grupos expostos a três concentrações crescentes do herbicida glifosato. As barras 

representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças significativas entre os grupos para 

um p< 0,05. 
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4.2.4 Catalase 

 

Todos os grupos expostos a concentrações de glifosato apresentaram valores maiores 

que o grupo controle exposição. No entanto, a grande variabilidade dos dados não permitiu 

acessar uma diferença estatisticamente significativa entre este grupo e os grupos expostos ao 

herbicida (Fig. 13). 

 

Figura 13 - Níveis de CAT nos grupos expostos a três concentrações crescentes do herbicida glifosato. As barras 

representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças significativas entre os grupos para 

um p< 0,05. 

4.2.5 Glutationa s-transferase  

 

Quanto aos níveis de atividade da Glutationa S-Transferase, nenhum grupo apresentou 

níveis estatisticamente diferentes do controle exposição, embora se possa observar uma 

tendência de aumento no grupo G1, ou seja, um valor 52% maior que o controle exposição 

(FIG. 14). 
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Figura 14 - Níveis de GST nos grupos expostos a três concentrações crescentes do herbicida glifosato. As barras 

representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças significativas entre os grupos para 

um p< 0,05. 

4.2.6 Proteínas carboniladas 

 

Os níveis de proteínas carboniladas variaram significativamente entre os grupos CE e 

G1 e G2, embora não entre o controle e G3. O grupo G1 apresentou o menor nível de 

oxidação proteica quando comparado aos demais, sendo 22,5% menor que os do controle). 

Além disto observamos uma resposta concentração dependente dos níveis de PC dos valores 

obtidos para os grupos expostos (FIG. 15). 

 

Figura 15 - Níveis de proteínas carboniladas nos grupos expostos a três concentrações crescentes do herbicida 

glifosato. As barras representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças significativas 

entre os grupos para um p< 0,05. 
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4.3 MARCADORES DO METABOLISMO 

4.3.1 Ácido úrico 

 

 Os níveis de ácido úrico não diferiram significativamente entre o controle exposição 

(CE) e os grupos expostos ao herbicida Roundup® nas três concentrações utilizadas. A maior 

diferença foi observada entre CE (média: 0,225 mg/g) e G1 (média: 0,173 mg/g), sendo o 

valor deste último 22% menor que o controle (FIG.16). 

 

Figura 16 - Níveis de ácido úrico nos grupos expostos a três concentrações crescentes do herbicida glifosato. As 

barras representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças significativas entre os 

grupos para um p< 0,05. 

4.3.2 Glicogênio 

 

Quanto aos níveis de glicogênio, em todos os grupos expostos às diferentes 

concentrações de glifosato observamos valores significativamente menores dos que os 

observados para o grupo controle exposição. O grupo exposição G3 apresentou a menor 

média de glicogênio, um valor 75% menor que o CE (FIG. 17). 
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Figura 17 - Níveis de glicogênio nos grupos expostos a três concentrações crescentes do herbicida glifosato. As 

barras representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças significativas entre os 

grupos para um p< 0,05. 

4.3.3 Proteínas totais 

 

Os níveis de proteínas totais não diferiram significativamente nem entre o controle 

exposição (CE) e os grupos expostos ao herbicida Roundup® nas três concentrações 

utilizadas, e nem quando comparamos os grupos expostos entre si (FIG. 18).  

 

Figura 18 - Níveis de proteínas totais nos grupos expostos a três concentrações crescentes do herbicida glifosato. 

As barras representam as médias ± erro padrão e as letras diferentes indicam diferenças significativas entre os 

grupos para um p< 0,05. 
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5  DISCUSSÃO 

 

O presente estudo é o primeiro a analisar a biodisrupção metabólica e funcional dos 

efeitos de concentrações ecologicamente relevantes de uma formulação comercial à base de 

glifosato, um herbicida comumente utilizado no Brasil, durante um período de exposição de 7 

dias, sobre girinos da espécie nativa do anfíbio Boana faber. Alves-Ferreira et al. (2023), 

trabalhando com girinos de B. faber expostos à mesma formulação comercial deste estudo 

(Roundup Original®), estabeleceram uma LC50 em 96h de 7.45 mg i. a./L. Apesar de termos 

utilizado concentrações de 13 até 115 vezes menores que essa LC50, fomos capazes de 

observar efeitos sub letais deste herbicida nos níveis de glicogênio e de atividade da 

superóxido dismutase (SOD) na comparação do grupo controle exposição com os grupos 

expostos. 

A comparação entre os resultados do grupo Controle Dieta (CD) e o grupo Controle 

Exposição (CE) mostrou uma diminuição nos níveis de glicogênio e ácido úrico, aliado a um 

incremento da atividade da catalase. Tais diferenças podem indicar que, durante o período 

adicional da dieta, os girinos apresentaram certo grau de estresse maior, já que mesmo as 

condições de laboratório sendo cuidadosamente controladas elas não emulam perfeitamente o 

ambiente natural onde vive a espécie e, também, que iniciamos o experimento quando os 

animais estavam entre o estágio 25 e 26 de Gosner. Foi unicamente neste período, início da 

fase de alimentação, que observamos mortalidade entre os animais, atingindo níveis de 1,5%. 

Uma meta-análise de 2013 (WAGNER et al.) sobre os efeitos de herbicidas à base de 

glifosato em anfíbios compila os resultados de diferentes estudos realizados até então. Os 

autores indicam que os efeitos crônicos e retardados do herbicida são específicos da 

formulação e da espécie. Segundo citação de Williams e Semlitsch (2010), a exposição a 

herbicidas à base de glifosato precipitou a metamorfose em Rana cascadae (CAUBLE, 2005) 

mas atrasou-a em Lithobates pipiens (CHEN et al., 2004). Segundo os autores, essa diferença 

de toxicidade pode ser atribuída a duas causas: primeiro, as formulações diferem no sal de 

glifosato que incluem; e segundo, eles podem diferir no surfactante ou adjuvantes dentro do 

produto formulado. Da Silva et al. (2021), em seu estudo com girinos de Melanophryniscus 

admirabilis expostos a dois herbicidas à base de glifosato e sulfentrazone, ressaltam a 

existência de respostas que são específicas a cada espécie.  

Além disso, também sustentam que, embora haja mais pesquisas sobre os efeitos 

toxicológicos do glifosato e de herbicidas à base de glifosato em anfíbios em comparação com 
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outros agrotóxicos, estudos sobre os efeitos de exposição subletal ainda não permitem 

conclusões mais completas do impacto toxicodinâmico devido à falta de dados. Um consenso 

deve-se à descoberta de que o estágio larval aquático é o estágio de vida mais sensível. 

Wagner (2013) também catalogou evidências de que a sensibilidade dos anfíbios aos 

herbicidas à base de glifosato é específica da formulação, da espécie e do estágio de vida 

(surfactantes > herbicida à base de glifosato > glifosato; Anura > Urodela; Hylidae > Ranidae 

> Bufonidae; larvas > embriões > juvenis e adultos). 

Moutinho (2013) realizou um estudo sobre os efeitos de uma formulação comercial à 

base de glifosato isolado em larvas de B. faber, e seus resultados também não detectaram 

mortalidade significativa nos animais expostos, corroborando com os resultados obtidos nesse 

trabalho. Em ambos os estudos, mortalidade, massa e comprimento não apresentaram 

diferenças significativas entre os grupos controle e os grupos expostos ao herbicida. Em 

concordância com a autora, nós também não observamos uma redução significativa do 

comprimento total e da massa total dos animais quando comparamos a concentração mais 

elevada de glifosato (520 µg.L-1) ao grupo controle exposição. Apesar disso, tanto massa 

quanto comprimento apresentaram valores médios menores no grupo G3, sugerindo uma 

tendência geral que afeta o desenvolvimento normal dos animais pertencentes ao grupo e que, 

possivelmente, estiveram sob nível incomum de estresse, ainda mais se consideramos esses 

resultados juntamente com os outros do nosso trabalho. No entanto, no estudo de Moutinho 

não foram avaliados os efeitos ecotoxicológicos em B. faber como no presente trabalho. Por 

outro lado, seus resultados demonstram que estágio de desenvolvimento da espécie foi 

significativamente afetado. 

Para além da espécie, há vários estudos envolvendo a mesma família (Hylidae) que 

medem efeitos ecotoxicológicos do glifosato. Em Pseudis minuta, uma espécie desta família, 

Wingen (2022) não verificou diferenças significativas em nenhum dos biomarcadores 

analisados (SOD, CAT, GST e TBARS) entre os grupos expostos quando comparados ao 

controle. Ao contrário dos estudos recentes de Reichert (2022) e Wingen (2022), que não 

encontraram diferenças significativas nos níveis de SOD entre os grupos controle e os grupos 

exposição em Rhinella icterica (Buffonidae) e Pseudis minuta (Hylidae) respectivamente, nós 

encontramos uma diferença significativa nos níveis da enzima entre o grupo CE e o G3. A 

SOD cataliza a dismutação do ânion superóxido (O2-) em peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

que, por sua vez, é transformado em água pela ação da catalase (CAT) ou glutationa 

peroxidase (GPx). Como a enzima antioxidante SOD teve um incremento de 3 vezes nos 

animais expostos a 520 µg.L-1 de glifosato (G3), pode-se afirmar que houve uma maior 
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produção do ânion radical superóxido. Este incremento da formação do ânion radical 

superóxido induzido pela maior concentração do herbicida pode estar relacionado a uma 

maior demanda metabólica para metabolização deste xenobiótico. Tal fato é reforçado pela 

diminuição do glicogênio destes animais, reserva esta que atinge níveis 77% mais baixos que 

aqueles verificados no grupo controle. Reichert et al. (2022) já havia sugerido um incremento 

da demanda de ATP para sustentar mecanismos antioxidantes e de biotransformação em 

girinos expostos a herbicidas. 

Este aumento de atividade da SOD coincide com os níveis mais baixos de TBARS, 

sugerindo um papel-chave desta enzima na prevenção da lipoperoxidação. Assim, supomos 

que as defesas antioxidantes não conseguiram neutralizar completamente as espécies reativas 

ao oxigênio (EROs). Também para Costa (2007), a exposição ao Roundup® aumentou a 

atividades hepática da SOD em 81% em Lithobates catesbeiana (Ranidae) quando 

comparados com animais do grupo controle. Já para da Silva (2021), os níveis de SOD 

ficaram significativamente reduzidos em girinos de Melanophryniscus admirabilis (Thiaridae) 

expostos a diferentes concentrações glifosato.  

No campo da ecotoxicologia, historicamente tem se utilizado biomarcadores para a 

compreensão dos efeitos dos pesticidas em organismos vivo. São modificações moleculares, 

celulares, fisiológicas ou comportamentais que podem ser observáveis ou quantificáveis 

evidenciando que o organismo foi exposto a xenobióticos (LIONETTO et al., 1993). 

Contaminantes ambientais podem causar danos oxidativos em animais aquáticos, por 

exemplo, através da indução à produção de espécies reativas de oxigênio e/ou diminuição das 

defesas antioxidantes, o que pode levar a deficiências na reprodução, alterações 

comportamentais e no desenvolvimento de girinos (COSTANTINI, 2014). 

A elevação do dano oxidativo pode ser resultado da capacidade diminuída de eliminar 

EROs devido à baixa quantidade e/ou atividade diminuída das enzimas antioxidantes, como 

também da diminuição de moléculas antioxidantes, como observado durante a hibernação de 

Nanorana parkeri (NIU et al., 2018). Em exposição aguda (quatro dias) houve aumento da 

SOD no fígado e brânquias, nas concentrações de 28 a 34 µg/L, próximas a utilizada no 

presente estudo (OWOLABI et al., 2017). 

É importante ressaltar que, juntamente com a enzima antioxidante CAT, a SOD é a 

primeira linha de defesa contra as espécies reativas de oxigênio. As EROs podem ser geradas, 

por exemplo, na fosforilação oxidativa, na interação com agentes patogênicos e na interação 

com agentes xenobióticos. No presente estudo, o incremento da SOD e a manutenção dos 

níveis de atividade da CAT e da GST, uma enzima chave na fase II na biotransformação de 
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xenobióticos, parece ter sido fundamental para estes animais conterem a lipoperoxidação 

(TBARS) e garantirem sua sobrevivência. Garcia et al. (2020) mostraram que os níveis de 

malondialdeído, um indicador de lipoperoxidação, diminuíram no fígado de lambari após a 

exposição à óleo diesel possivelmente por uma maior proteção antioxidante, metabolismo e 

excreção de malondialdeído na água. Além disto, cabe ressaltar que a atividade dessas 

enzimas pode ser mantida, aumentada ou diminuída, dependendo da espécie, do tecido e 

órgão analisado, além de fatores relacionados ao estressor e ao estresse imposto, como sua 

intensidade e duração (PERSCH et al., 2017). 

As proteínas carboniladas (PC) são consideradas o resultado da oxidação causada 

diretamente por EROs ou por produtos da lipoperoxidação. A carbonilação é normalmente 

considerada o resultado de espécies reativas de oxigênio que atacam a cadeia lateral da 

proteína. As EROs incluem hidroperóxido ou hidroperóxidos lipídicos. Tal estresse oxidativo, 

geralmente catalisado por metais, leva à carbonilação de proteínas (DALLE-DONNE, 2006). 

Sendo assim, a carbonilação de um resíduo pode ser suficientemente severa para causar a 

perda funcional de uma proteína, como acontece quando a oxidação de resíduos do 

aminoácido resulta na sua inativação (LEVINE, 1990). 

Ao contrário do estudo de Reichert (2021), que mediu a concentração de PCs em 

anfíbios relativamente próximos da família Hylidae (WOMACK e BELL, 2020) expostos a 

glifosato, e que não detectou diferenças significativas entre o grupo CE e os grupos expostos 

ao herbicida, nós encontramos um aumento significativo entre o controle exposição e os 

grupos G1 e G2 nos níveis deste marcador. Isso foi demonstrado pelo aumento dose-

dependente nos níveis de PC, sugerindo oxidação crescente de proteínas em girinos expostos 

ao glifosato, apesar de aumento dos mecanismos antioxidantes. Vale ressaltar que o padrão 

das médias encontrados pela autora são semelhantes aos encontrados nesse trabalho. 

No entanto, os níveis de PCs nos grupos mencionados ficaram menores que o controle 

exposição. Tais resultados, aliados ao baixo percentual de mortalidade constatado, nos 

permite sugerir que se deve à capacidade dos animais em se desenvolver mantendo ou até 

mesmo diminuindo os níveis de dano oxidativo (TBARS e PC) ao longo do período 

experimental, provavelmente às custas das reservas de glicogênio. Assim, sugerimos que o 

sistema antioxidante de B. faber apresentou capacidade de resistir a esse herbicida, embora 

ainda de forma limitada. 

Adicionalmente, nossos dados demonstraram que B. faber teve fator de condição K 

(observado/esperado) < 1 nos três grupos expostos ao herbicida, indicando deficiência 

nutricional, sendo G3 o grupo com menor fator de condição (0.917138 ±0,02).  Tal resposta 
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pode estar relacionada a um desvio das reservas energéticas destes animais para a 

biotransformação destes herbicidas e a ativação do sistema antioxidante levando a diminuição 

dos níveis de TBARS nos expostos a glifosato. Não podemos descartar também, alterações na 

atividade e no comportamento alimentar. No entanto, o fator K não diferiu significativamente 

entre o grupo CE (0,96 ± 0,019) e os grupos expostos ao glifosato.  O fator de condição K 

teve valor maior do que 1 apenas no grupo CD (média: 1,10).   

O fator de condição relativo (Kn) é um importante indicador do grau de higidez de um 

indivíduo e seu valor reflete as condições nutricionais recentes e/ou gastos das reservas em 

atividades cíclicas, sendo possível relacioná-lo às condições ambientais e aos aspectos 

comportamentais das espécies (GOMIERO et al., 2010). O fator de condição Kn não diferiu 

estatisticamente entre o controle exposição e os grupos expostos ao glifosato. A maior 

diferença foi observada entre CE (2.857 ± 0,062) e o grupo G3 (2,78 ± 0,063), tendo o 

controle um valor 3% maior, ambos indicando uma condição subnutricional destes animais. 

Um valor de Kn menor que 3 para animais tende a ser interpretado como condição de 

desenvolvimento e nutrição insuficiente. 

É preciso ressaltar também que há uma escassez de estudos sobre a família Hylidae. 

Estudos sobre a história natural de B. faber, por exemplo, historicamente restringiram-se ao 

comportamento de acasalamento, canto e sua taxonomia (MARTINS e HADDAD, 1988; 

SANTOS, 2011). Além disso, um estudo de 2023 acessou o efeito de Roundup na espécie, 

contudo, limitando-se a estimar a LC50-(96h) (ALVES-FERREIRA). Já o efeito de herbicidas 

é ainda menos conhecido nesse táxon. Neste estudo pudemos demonstrar um efeito negativo 

de concentrações ambientalmente relevantes de glifosato sobre girinos de B. faber, alterando 

marcadores do balanço oxidativo, do metabolismo energético e da condição corporal destes 

animais nesta fase do desenvolvimento. Dessa forma, considerando que o número de 

agrotóxicos liberados no mercado brasileiro só em 2022 foi 652, uma alta de 16% em relação 

a 2016, representando o maior número já registrado nos últimos 23 anos pela Coordenação-

Geral de Agrotóxicos e Afins (SALATI, 2023). Adicionalmente, levando em conta também 

que o último relatório do IPCC (2021) sustenta que o aquecimento global pode aumentar 

ainda mais o risco de extinção de espécies, defendemos ser urgente a ampliação dos estudos 

sobre esta classe tanto em laboratório quanto in loco frente aos diferentes agentes estressores 

isolados e associados aos quais está sujeita. Por fim, sabendo que os anfíbios são o segundo 

grupo mais ameaçado de extinção no planeta, destacamos a relevância do estudo aqui 

realizado e os resultados obtidos. 
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O estudo de Dornelles e Oliveira (2015) com a Rã-touro-americana (Lithobates 

catesbeianus) reforça o que nós encontramos neste trabalho sobre os níveis de glicogênio de 

animais expostos a glifosato. Para as autoras, brânquias, fígado e músculos dos animais nos 

grupos expostos apresentaram níveis significativamente menores de glicogênio em 

comparação com o controle exposição. Além disso, o padrão de resposta do glicogênio à 

exposição ao herbicida foi o mesmo em todos os tecidos. O glicogênio é um carboidrato 

complexo armazenado no fígado e nos músculos de animais, incluindo humanos. É composto 

de muitas moléculas de glicose ligadas entre si em uma estrutura ramificada. Tem a função de 

fornecer uma fonte de reserva de glicose, que pode ser rapidamente decomposta em moléculas 

de glicose conforme necessário para fornecer energia ao corpo, demonstrando a importância 

do polissacarídeo para a homeostase energética e sobrevivência desses animais. As autoras 

sustentam que a depleção das reservas energéticas observadas no estudo pode estar associada 

à alta taxa de sobrevivência dos girinos expostos a baixas concentrações do herbicida 

glifosato. Da mesma forma, nós também observamos uma baixa taxa de mortalidade e uma 

diminuição intensa das reservas de glicogênio, especialmente nas maiores concentrações do 

herbicida (65 e 520 µg.L-1 de i.a.).  

Embora espécies de anfíbios já tenham sido sugeridos como bioindicadores, B. faber 

nunca foi sugerida como potencial bioindicador de poluição ambiental gerada pelo herbicida 

em questão e para o bioma da Mata Atlântica (BACH et al., 2016; MOUTINHO et al., 2020). 

O presente trabalho, além de aprofundar a compreensão dos efeitos de uma formulação 

comercial de glifosato na espécie, também sugere padronizá-la como bioindicadora de outras 

espécies de anuros no bioma Mata Atlântida. Vale ressaltar que se trata de uma região que em 

1500 possuía 1.000.000 km2, cobrindo praticamente a costa do Brasil; e que possui 

atualmente apenas 7% de sua extensão original. Sendo assim, visamos reforçar as evidências 

pré-existentes a respeito dos efeitos dos pesticidas mencionados anteriormente, tanto seus 

efeitos isolados quanto em mistura. Além disso, também reforçar a proposta de tornar B. faber 

uma bioindicadora da Mata Atlântida.  

O estado de conservação da espécie, segundo a IUCN é de menor preocupação e a 

distribuição da mesma cobre a totalidade da área original da Mata Atlântica (LAVILLA et al., 

2010). Além disso, a baixa mortalidade observada dos animais durante o cultivo em 

laboratório reforça ainda mais a nossa sugestão para que esses animais sejam utilizados como 

indicadores ambientais do bioma. 
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