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RESUMO

Atividades humanas, direta ou indiretamente, tornaram 41% das espécies de anfibios do
planeta sujeitas a alguma ameaca de extin¢cdo. Esta crise é decorrente da acéo sinérgica de
diversos fatores, incluindo a fragmentagéo e degradacéo dos habitats, principalmente para fins
agricolas, e a exposicdo a contaminantes derivados destas atividades. A natureza ectotérmica
dos anfibios e o seu modo de vida tanto na d4gua quando na terra 0s torna especialmente
sujeitos a esses estresses ambientais. Avaliamos os efeitos sobre o balanco oxidativo,
metabolismo e indices de condicdo corporal devidos a diferentes niveis de exposicdo a uma
formulacdo comercial do herbicida glifosato (formulacdo comercial - Roundup®) na espécie
popularmente conhecida como sapo-martelo (Boana faber), um anuro da familia Hylidae que
ocupa grande parte do litoral brasileiro e esta presente também na quase totalidade da Mata
Atlantica. Sendo assim, desovas do anuro foram coletadas e, p6s a eclosdo, quando os animais
atingiram o estagio 25 de Gosner, foram expostos a diferentes concentracdes de glifosato (G1.:
65, G2: 260 e G3: 520 pg.L ™) por sete dias. Ndo observamos mortalidade entre os animais
nem durante o cultivo e nem durante a exposicdo ao glifosato. Realizamos a medic¢do de
marcadores do balanco oxidativo (superéxido dismutase, catalase, glutationa S-transferase,
lipoperoxidacdo e proteinas carboniladas), fatores de condicao corporal (massa, comprimento,
fator K e Kn), um antioxidante ndo-enzimatico (&cido Urico) e marcadores metabdlicos
(proteinas totais e glicogénio total dos animais). Apesar de os animais apresentarem atividade
da superoxido dismutase aumentada no grupo de maior exposicdo e manterem a atividade da
catalase e glutationa S-transferase, eles ndo conseguiram conter os niveis de carbonilagédo de
suas proteinas, demonstrando oxidacdo das mesmas e, assim, sofrendo estresse oxidativo.
Além disso, os indices medidos de condicdo corporal também néo revelaram diferencas
significativas no comprimento, massa, fator K e Kn dos animais expostos. No entanto, na
concentracdo mais alta do herbicida, todos estes indices apresentaram um valor menor que o
controle exposicdo. Estes resultados, aliados a intensa redugdo dos niveis de glicogénio em
todas as concentracGes expostas, indicam o uso deste polissacarideo para a sobrevivéncia do
animal. O conjunto de biomarcadores analisados mostrou que esse herbicida pode causar
alteracdes nas defesas antioxidantes, no metabolismo e, consequentemente, nos parametros de
condigdo corporal de girinos, 0 que pode comprometer o tempo de desenvolvimento da
espeécie e, possivelmente, a sua aptidao.

Palavras-chave: Boana faber, dano oxidativo, ecotoxicologia.
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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
ug.LY) 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 INTRODUCAO

Os anfibios sd@o o segundo grupo mais ameacado de extin¢do dentre todos o0s seres
vivos. De acordo com Unido Internacional para a Conservacao da Natureza, somente 0 grupo
das plantas cicaddfitas possuem mais espécies em risco de serem extintas. Quanto aos
anfibios, cerca de 41% das espécies conhecidas também estdo sofrendo ameacas de extingéo.
Das 7316 espécies avaliadas pela organizacdo, 731 encontram-se em estado vulneravel, 1103
em perigo, 681 criticamente em perigo. Outras 34 espécies ja estdo extintas e 2 espécies
extintas na natureza (IUCN, 2022).

O Brasil é um pais privilegiado quanto a riqueza de anfibios. Das cerca de 8500
espécies descritas no mundo, 1188 sdo encontradas aqui, tornando-0 0 pais com a maior
biodiversidade mundial de espécies (SEGALLA, 2021). No entanto, atualmente 15 espécies ja
se encontram vulneraveis, 10 em perigo e 34 criticamente em perigo (ICMBio, 2023).
Especialistas brasileiros concordam que a riqueza de espécies de anfibios locais, a taxonomia,
a distribuicdo geogréfica, a historia natural e o status populacional sdo muito pouco estudados
em nosso pais (PIMENTA et al., 2005). Além disso, considerando aves, mamiferos e anfibios,
a avaliacdo global de espécies, publicada em 2004 pela IUCN, afirma que as Florestas
Tropicais/Subtropicais Umidas s3o de longe os biomas mais ricos em niimero de espécies e de
espécies ameacadas, e sdo 0s Unicos biomas com um ndmero significativo de espécies
endémicas ou de endemias ameacadas dos trés taxons. Ademais, a distribuicdo das espécies
ameacadas € desigual, o que significa que a maioria das espécies ameacadas conhecidas
ocorrem em poucos paises, sendo a Australia, o Brasil, a China, a Indonésia e 0 México 0s
que possuem um namero particularmente grande de espécies ameacadas e endémicas
(BAILLIE et al., 2004).

Tal fendmeno (o declinio de populagdes de anfibios ao redor do mundo) ficou
conhecido como crise de extin¢do dos anfibios (amphibian extinction crisis) na comunidade
cientifica, e foi reconhecido no inicio da decada de 1990 pelo bidlogo evolucionério e
herpetélogo David B. Wake (1936-2021), embora desde a década de 70 ja houvesse
evidéncias de um declinio acentuado do grupo. Desde entdo, pesquisadores tém proposto
varias hipoteses para entender a causa do problema. O corpo de evidéncias mais atual sustenta
que € o fungo quitrido anfibio (Batrachochytrium dendrobatidis) o principal causador do
declinio do grupo (O'HANLON et al., 2018). No entanto, outros fatores tém sido apontados
como agravantes do fendmeno e, considerando que essa crise de biodiversidade tem se

mostrado um problema cientifico complexo, € seguro afirmar que ha interacdes sinergicas



entre mais de um dos fatores (BLAUSTEIN et al., 2010). Algumas das hipéteses recorrentes
sdo a alteracdo e destruicdo do habitat (KNOZOWSKI, 2022), contaminacdo ambiental
(BLAUSTEIN, 2003), introducdo de espécies exdticas (KNAPP e MATTHEWS, 2000),
outros tipos de doencas (DASZAK et al., 1999), aumento da radiacdo ultravioleta B
(KIESECKER e BLAUSTEIN, 1995) e as mudancas climaticas (MCMENAMIN, HADLY e
WRIGHT, 2008).

A contaminacdo ambiental, apontada como um dos estressores principais, também se
expressa no uso crescente e cada vez mais diversificado de agentes toxicos como 0s
agrotoxicos, por exemplo. Embora estes agentes sejam parcialmente responsaveis pela
Revolucdo Verde que ampliou a producdo de alimentos no mundo no século passado, eles
também afetam indevidamente espécies que habitam areas proximas de locais de cultivo. Um
desses agentes € o Glifosato (N-(fosfonometil) glicina), um herbicida sistémico de amplo
espectro e 0 mais utilizado no mundo para o controle de ervas daninhas (PARLAPIANO et
al., 2021), mesmo tendo sido classificado em 2015 pela Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC) como provavelmente cancerigena para humanos (GUYTON et al.). O uso de
herbicidas a base de glifosato (HBGs) desde 1976, quando foram lancados, aumentou mais de
100 vezes (MYERS et al., 2016), tornando-os substancias de grande interesse de estudo no
campo da ecotoxicologia. Esse fato tornou vital entender os possiveis danos causados em
organismos ndo-alvo como, por exemplo, humanos e diversos elementos da fauna.

O glifosato € 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 a sintese de aminodacidos essenciais (tirosina, triptofano e fenilalanina), causando
sua a morte (KRUSE, 2000).

Esta substancia tem sido objeto de debates e controvérsias nos ultimos anos. Enquanto
alguns estudos tém evidenciado que a exposi¢cdo ao glifosato pode estar ligada ao cancer e a
defeitos congénitos, o comité conjunto da OMS e da FAO sobre residuos de pesticidas emitiu
um relatério em 2017 afirmando que o uso de formulagGes de glifosato ndo constitui
necessariamente um risco a saude (OMS/FAQ, 2017). Mchenry (2018), em artigo analisando
0 escandalo que ficou conhecido como The Monsanto Papers, afirma que os documentos
desclassificados revelam autoria patrocinada pela empresa de artigos publicados em
periddicos de toxicologia e na midia leiga, interferéncia no processo de revisdo por pares,
influéncia de bastidores na retratacdo e até mesmo a criacdo de um site dito académico como

fachada para a defesa de produtos da empresa. De qualquer forma, preocupacdes tém sido



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 preocupacoes, o glifosato ainda é amplamente utilizado e considerado
seguro por muitas agéncias reguladoras, como a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) nos
Estados Unidos e a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA). No
entanto, nos ultimos anos, alguns paises comecaram a proibir ou restringir o uso de glifosato,
citando preocupacdes sobre seus potenciais impactos a salde e ao meio ambiente. Além disso,
a Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC) classificou o glifosato como um
"provavel carcindgeno humano" (IARC, 2018). Portanto, pesquisas e regulamentacdes estao
em andamento atualmente para garantir maior seguranca do glifosato e do seu impacto no
meio ambiente e na saide humana.

No Brasil, esse problema se repete. Os HBGs sdo os herbicidas mais usados no pais
(MORAES, 2019). No ano de 2020 foram vendidas 246.017 toneladas da substancia e seus
sais (IBAMA, 2021). O problema é ainda mais grave se considerarmos que em 2019 ja havia
mais de 110 produtos comercializados com glifosato (DOMINGUES, 2019), tornando o
estudo da substancia um problema urgente, embora cada vez mais dificil. Isso porque este
agrotoxico é utilizado frequentemente com adjuvantes, substancias adicionadas a formulacéo
do produto para aumentar a sua eficacia ou modificar determinadas propriedades da solucdo
permitindo aumentar sua atividade (VARGAS, 2006). Esses adjuvantes tém sido comumente
classificados como diluentes inertes por ndo serem considerados responsaveis diretos pela
atividade do glifosato como agrotoxico (ANNETT et al., 2014). No entanto, 0s adjuvantes de
cada formulagdo comercial sdo confidenciais mesmo para os 6rgdos reguladores (MESNAGE
et al., 2014), gerando duvidas se de fato sdo inertes e dificultando a compreensdo ampla do
efeito da substancia pelos pesquisadores. Entre eles, podemos citar o surfactante
polioxietilenoamina (POEA), presente em diferentes formulagbes comerciais contendo
glifosato, como por exemplo o Roundup Original®, que vem se mostrando toxico e
sinergético ao glifosato em animais (MIKO e HETTYEY, 2023).

A natureza ectotérmica dos anfibios, o seu modo de vida tanto na agua quanto na terra,
a grande proporcéo de espécies endémicas presentes no grupo e a permeabilidade da pele
(BOYER e GRUE, 1995) os torna especialmente sensiveis a este tipo de substancias,
refletindo em uma alta sensibilidade a varios poluentes ambientais. Ha evidéncias de que a

reducdo de populacbes de anfibios estd também correlacionada com a proximidade a terras



agricolas devido ao escoamento de agrotdxicos, confirmando sua vulnerabilidade aos
agroquimicos (ISLAM et al., 2018).

Os Hylidae sdo uma familia de anfibios comumente conhecidos como pererecas. Eles
sdo encontrados em todo 0 mundo e séo conhecidos por seus habitos arboreos, o que significa
que passam a maior parte do tempo em arvores e outras vegetacfes. Esta familia 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 sdo predadores e presas, e sua presenca pode ajudar a manter as populagdes de
insetos sob controle. Eles também fornecem alimento para muitos outros animais, incluindo
passaros, mamiferos e répteis. Além disso, seus cantos desempenham um papel fundamental
na comunicacdo da espécie, sendo utilizados para acasalamento e defesa do territorio. Suas
populacbes tém diminuido globalmente devido a perda e fragmentacdo do habitat, poluicdo e
disseminacéo de doencas (BLAUSTEIN et al. 2003).

O impacto causado pelo glifosato ou suas formulacdes em diferentes espécies tem sido
avaliado por varios autores nas Ultimas 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 balanco oxidativo, ao sistema
de biotransformacdo e a fatores de condi¢do nutricional em uma formulacdo contendo
glifosato na espécie do estudo aqui proposto, Boana faber, embora os efeitos morfoldgicos,
comportamentais e genotdxicos tenham sido mensurados anteriormente por Pavam et al.
(2021) e, também, tenha sido estimada a LC50-(96 h) e taxa de sobrevivéncia em Alves-
Ferreira et al. (2023).

Em estudos anteriores, foi demonstrado que os efeitos do glifosato em girinos também
podem induzir alteracdes nas propor¢des de energia e reservas estruturais, como glicogénio,
lipidios totais e proteinas, bem como no balanc¢o oxidativo, como o aumento da producédo de
espécies reativas de oxigénio (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
alteracdes das respostas antipredacdo dos girinos, com potencial consequéncia negativa para
sua populacdo (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 niveis. Tais niveis podem

prevenir radicais, elimina-los e/ou reparar os danos induzidos por estes. Com base em sua



funcgéo, os antioxidantes podem ser categorizados como antioxidantes de defesa de primeira
linha, segunda, terceira e de quarta linha.

Os de primeira linha s8o uma colecdo de antioxidantes que atuam para prevenir a
formacdo de radicais livres ou espécies reativas nas células. Eles sdo muito rapidos em
neutralizar qualquer molécula com potencial de se transformar em radical livre ou qualquer
radical livre com capacidade de induzir a producdo de outros radicais. Nesta categoria ha trés
enzimas principais: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx). Essas enzimas dismutam o radical superoxido, quebram peréxidos de hidrogénio e
hidroperoxidos em moléculas inofensivas. A SOD é uma enzima que catalisa alternadamente
a dismutacdo do radical superéxido (O2-) em oxigénio molecular comum (O2) e perdxido de
hidrogénio (H202). Esse processo de detoxificacdo é completado pela CAT, que catalisa a
reducdo de H-O> em agua e O, ja que 0 H20. em altas quantidades ¢é deletério para células. A
CAT é encontrada em peroxissomos, enquanto a glutationa peroxidase (GPx) faz o papel da
quebra de H>O> nas mitocdndrias, além de perdxidos organicos (IGHODARO e AKINLOYE,
2017).

Ainda segundo os mesmos autores, 0s antioxidantes de segunda linha sdo muitas vezes
referidos como antioxidantes de limpeza. Eles eliminam os radicais ativos a fim de inibir o
inicio de reacbes em cadeia e, também, quebram reacGes que se propagam em cadeia. Eles
neutralizam ou eliminam os radicais livres doando elétrons para eles e, no processo, tornando-
se eles proprios radicais livres, mas com efeitos menos prejudiciais. Esses “novos radicais”
sdo entdo facilmente neutralizados e tornados inofensivos por outros antioxidantes desse
grupo. Nesta categoria de antioxidantes estdo acido ascorbico, vitamina E, ubiquinol,
glutationa, melatonina e acido drico (COSTANTINI, 2014). A ultima substancia foi medida
neste trabalho.

O écido Urico, alem de atuar como antioxidante, € um marcador de degradacdo de
proteinas, seja do trato digestorio, seja dos tecidos. Trata-se de um composto organico eficaz
por ser um doador de elétrons em processos de desintoxicacdo xenobiotica (GLANTZOUNIS
et al., 2005). Assim como a glicose, o &cido Urico estd diretamente relacionado ao
metabolismo em anfibios, sendo um dos produtos intermediérios da excre¢do de nitrogénio
apos o catabolismo de proteinas e purinas (TAKADA e NOGUCHI, 1983), embora ndo seja a
principal forma de excre¢do de nitrogénio da classe Anura. Essa resposta parece ocorrer
devido ao uso das reservas de proteina corporal como uma resposta compensatoria ao
estressor ou, talvez, como fonte de um agente antioxidante ndo enzimatico (COLTRO et al.,
2017; DA SILVA et al., 2020).



A peroxidagéo lipidica, ou oxidagdo da camada lipidica da membrana celular, € um
mecanismo importante para medir lesbes celulares. Esse processo € um dos mecanismos
moleculares envolvidos na toxicidade de agrotdxicos que vem sendo utilizado nos ultimos
anos como um marcador desta interacdo, ja que lipidios séo facilmente oxidados por especies
reativas. Pesquisadores encontraram evidéncias de aumento de lipoperoxidacdo como efeito
da exposicdo a Roundup® em girinos de Lithobates catesbeianus, o que é hipotetizado pelos
mesmos como consequéncia da diminuicdo das enzimas SOD e CAT no musculo esquelético
e, gracas a isso, um acumulo de EROs (CAMPOS et al., 2008). Animais expostos a
pesticidas podem ter seus niveis de peroxidacdo lipidica aumentado nos tecidos, levando a
danos quimicos e morte celular (AL-OTHMAN et al., 2011; CHAMPE e HARVEY, 2006).

Tal dano aos lipidios das células e da membrana celular sdo medidos através do ensaio
gue mede as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). Essas substancias sdo um
subproduto da peroxidacdo lipidica, consistindo em uma cascata de reacBes oxidativas
resultantes da acdo de EROs sobre os fosfolipidios das membranas celulares (LUSHCHAK e
BAGNYUKOVA, 2006). A intensidade da peroxidacdo lipidica pode ser avaliada de acordo
com 0s niveis dos produtos primarios ou ainda através dos produtos finais da peroxidacdo
como, por exemplo, o malondialdeido (MDA) que é ensaiado com o acido tiobarbitirico e
expresso em TBARS (LUSHCHAK e BAGNYUKOVA, 2006), (ORUC e USTA, 2007).

As proteinas carboniladas resultantes da oxidacdo causada diretamente por EROs ou
por produtos de oxidacdo lipidica sdo observadas em maior quantidade durante o
envelhecimento e doencas como diabetes e doenca de Parkinson (NARAYANASAMY et al.;
2014). Derivados de carbonila podem ser gerados pela oxidacao de residuos de aminoécidos,
por isso a medicdo dos seus niveis € um método adequado de afericdo de dano protéico
(STADTMAN, 1990), ja que o surgimento de grupos carbonil em proteinas é considerado
evidéncia de modificacdo oxidativa (LEVINE, 1994).

A GST atua na biotransformacéo através da conjugacdo de xenobioticos a glutationa
reduzida. E uma isoenzima metabolica mais conhecida por sua capacidade de catalisar a
conjugacdo da forma reduzida de glutationa (GSH) a substratos xenobidticos para fins de
biotransformacéo, transformando-os em produtos hidrossoltveis, facilmente metabolizaveis e
excretaveis. Além disto, algumas GSTs atuam de forma semelhante a GPx, sendo capazes de
conjugarem hidroperoxidos organicos com a glutationa oxidada e alcoois (COSTANTINI,
2014). Por atuar nesses tipos de reacdes, a GST tem sido utilizada como biomarcador de
exposicao a agrotoxicos (MINGO et al., 2017). Pesquisadores tém relatado que a atividade da

GST diminui sob efeito de herbicidas que contém glifosato em sua formulagdo (GUNGORDU



et al., 2016). Contudo, esta resposta pode variar conforme a espécie e o tecido estudado
(WILKENS et al., 2019).

O glicogénio é um polissacarideo multiramificado de glicose que serve como uma
forma de armazenamento de energia em animais, fungos e bactérias. E 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
parametros bioguimicos e fisioldgicos nos niveis de estoques de energia e compostos
estruturais (como glicogénio, lipidios e proteinas); enquanto Dornelles e Oliveira (2014 e
2015) demonstram que os pardmetros de balango oxidativo em girinos de ré-touro também
séo afetados.

A interacdo da atrazina nos organismos esta frequentemente associada a deplecdo do
armazenamento de glicogénio, o que € uma evidéncia da diminuicdo da estocagem de energia
(CICIK e ENGIN, 2005). A deplecdo do conteudo de glicogénio em organismos expostos a
atrazina, comparados ao grupo controle, € um indicativo de provavel efeito toxicoldgico
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 reducdo nos niveis de glicogénio de girinos
expostos a atrazina pode ser o resultado do pesticida afetando as atividades de enzimas que
atuam na glicogenolise (CRAVEN et al., 2021). Algumas investigacGes também mostraram
gue contaminantes organicos, como pesticidas, podem diminuir o nivel de glicogénio 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 glicogénio pode ser
considerada como uma resposta inespecifica que significa estresse, e que tem sido associada a
alteracdes no cortisol durante exposicdes de estresse toxico em vertebrados (WEDEMEYER,
BARTON e MCLEAY, 1990).

As proteinas totais podem estar diminuidas em condigfes estressantes e consequente
aumento do gasto energético ap0s exposicdo a agrotoxicos. 1sso pode ocorrer devido a uma
tentativa de biotransformar compostos tdxicos para aumentar a sintese de ATP ou para a
formacao de lipoproteinas (GANESHWADE, 2012).

Tendo estes fatos em consideracdo, a espécie selecionada para esse projeto foi Boana
faber (sapo-martelo), pertencente a familia Hylidae (FIG. 1).



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 conservacdo de acordo com a IUCN é de menor preocupacdo e é
uma das maiores do género, medindo entre 8.5 e 10 cm (LUZA et al., 2015). Sua distribuicao
vai do leste do Paraguai e norte do Rio Grande do Sul até o extremo nordeste brasileiro,
ocorrendo em grandes porcbes dos biomas da Mata Atlantica e do Cerrado (MARTINS e
HADDAD, 1988). Vive em florestas tropicais umidas e nas bordas dessas florestas, mas
também é encontrada proxima a areas agricolas, permitindo contato com agrotoxicos.
Reproduz-se fazendo ninhos em corpos d’agua temporarios ou permanentes (incluindo corpos
d’agua artificiais) e perto de riachos de fluxo lento (LAVILLA et al., 2010). Tais fatores estdo
relacionados a biologia e ao ciclo de vida desses animais, ja que habitam ambientes aquaticos
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 reforcou o interesse no estudo dos efeitos
de agrotoxicos em anfibios é que muitas das espécies que pdem ovos na dgua ou em espuma
possuem uma membrana fina e permeavel em seus ovos, assim como uma pele permeéavel
guando adultos (BOONE e BRIDGES, 2003; SCHIESARI et al., 2007).

E preciso considerar, adicionalmente, que os anfibios sio bons bioindicadores de
poluicdo ambiental devido a sua suscetibilidade a produtos quimicos durante seu ciclo de vida
em agua doce (VENTURINO et al., 2003). Além disso, as fases iniciais da vida de muitas
espécies sdo restritas ao ambiente aquéatico (BOYER e GRUE, 1995).

O termo bioindicador aqui sera usado na acepcao de Gerhardt, ou seja, trata-se de uma
espéecie ou grupo de espécies que prontamente reflete o estado abiotico ou bidtico de um

ambiente, representa 0 impacto da mudanca ambiental em um habitat, comunidade ou



ecossistema ou € indicativo da diversidade de um subconjunto de taxa ou toda a diversidade
dentro de uma é&rea (2011). Mais especificamente, também de acordo com Gerhardt,
utilizaremos uma categoria mais especifica de bioindicador que sdo os indicadores
ambientais: E uma espécie ou grupo de espécies que respondem previsivelmente a distirbios
ou mudangas ambientais. De acordo com Siddig, ao revisar 1914 artigos que utilizaram esta
técnica de conservagdo entre 2001 e 2014, o uso de bioindicador como indicador ecoldgico
para monitorar mudancas ambientais é confidvel e econdmico. Além disso, 0 mesmo autor
conclui que desse numero de artigos, somente 1% utilizou anfibios como bioindicadores
(2016).

Para Gerhardt, existem varios critérios necessarios para que uma espécie seja
considerada um bom bioindicador. E necesséria alta abundancia e ampla distribuicido em um
determinado tipo de ambiente, facil amostragem, classificacdo e armazenamento.
Adicionalmente, facil taxonomia e reconhecimento, pelo ndo especialista, baixo custo de
manutencdo e facilmente cultivavel em laboratério. Importante é que ndo sejam nem muito
sensiveis, nem muito resistente. Que tenhamos bons conhecimentos sobre a ecologia,
fisiologia e distribuicdo das espécies e, por fim, que a resposta do bioindicador deve ser
representativa das respostas de outros td&xons ou mesmo do ecossistema. Dentre todos esses
critérios, somente o conhecimento sobre a ecologia e fisiologia sdo inadequados. Afora isso,
consideramos a espécie uma candidata apropriada como bioindicadora.

O municipio escolhido para a coleta de massas de ovos de Boana faber foi Séo
Francisco de Paula, que esta localizado no planalto do nordeste gatcho, na microrregido de
Vacaria ou Campos de Cima da Serra. A &rea territorial do municipio é de 3.264,490 km?,
fazendo dele hoje 0 15° municipio do Estado em area, sendo o maior da mesorregido Nordeste
(IBGE, 2018). Tal regido do Rio Grande do Sul é formada pela unido de 53 municipios da
Serra Galcha, sendo as principais cidades Bom Jesus, Cambara do Sul, Esmeralda, Lagoa
Vermelha, Sdo Francisco de Paula, Vacaria, Caxias do Sul, Farroupilha e Bento Gongalves.
Tradicionalmente, o municipio ndo tem por caracteristica a diversificacdo de culturas,
privilegiando monocultura de pinus para extracdo de madeira e a producdo de milho, batata,
maca e alho, com uma area estimada de 13.294 ha de area plantada; além de producdo animal,
principalmente bovinos, ovinos e galinaceos. Contudo, ao longo dos ultimos cinco anos vem
aumentando o cultivo de soja na regido chegando a 46,6% da area total plantada no municipio
(SEBRAE, 2020). A regido também apresenta um forte potencial turistico devido as suas

atracGes naturais além do potencial agroindustrial.
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De acordo com os dados do Sistema Integrado de Gestdo de Agrotoxicos (SIGA),
fornecidos pela Secretaria da Agricultura, Pecuéria e Desenvolvimento Rural, os agrotoxicos
mais utilizados no municipio de Sdo Francisco de Paula em 2020 foram Mancozebe
(77.921,435 Kg), Glifosato sal de potassio (25.095, 435 L) e Clorpiriforos (13.172, 580 L). As
variedades agricolas com maior demanda de agrotdxicos entre 2018 até o inicio de 2021
foram, também segundo o SIGA, a batata (6.004 solicitagdes), o milho (4.607), a maca
(2.711) e a soja (2.094) (RIO GRANDE DO SUL, 2019).
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2 OBIJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer e acompanhar marcadores ligados a composi¢do bioquimica, ao balango
oxidativo e a fatores de condicdo nutricional em girinos de Boana faber (Hylidae), cujos ovos
foram coletados no periodo de maior atividade reprodutiva da espécie (primavera e verdo).
Pretendemos, assim, padronizar esta espécie nesta fase do desenvolvimento como
bioindicadora da Mata Atlantica, estabelecendo também biomarcadores que refletem a
interacdo de substancias quimicas com o sistema bioldgico (biomarcadores de exposi¢do e de
efeito) ligados a possivel disrupcdo metabdlica e funcional quando expostos a formulacéo
comercial contendo glifosato (Roundup® Original) em concentraces ecologicamente

relevantes.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar e analisar a atividade da enzima glutationa s-transferase (GST), uma enzima
de fase Il de biotransformacéo;

e Quantificar e analisar a atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT), bem como os niveis de marcadores de dano oxidativo através da
lipoperoxidacdo (TBARS) e proteinas carboniladas (PC);

e Quantificar marcadores do metabolismo energético através da determinacao dos niveis de
glicogénio (GG), proteinas totais do animal (PT) e acido drico (AU) em homogeneizado
total dos animas;

e Quantificar e analisar parametros morfométricos principalmente através da relacdo entre
a massa corporal e o comprimento total dos animais, estabelecendo o fator K e o Kn;

e Relacionar e comparar as respostas obtidas para as diferentes concentra¢des do herbicida,
possibilitando uma melhor compreensao do seu impacto bioldgico, sobre a espécie alvo

deste estudo.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho foram solicitadas as devidas autorizacGes legais junto
ao Instituto Chico Mendes para a Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio: 78625-1) e a
Comisséo de Etica para Uso de Animais da Pontificia Universidade Cat6lica do Rio Grande
do Sul (CEUA-PUCRS: 10622), bem como foi feito o registro de acesso ao patrimonio
genético (SisGen) permitindo assim, o desenvolvimento deste estudo.

Este trabalho foi realizado em uma area pertencente ao dominio da Mata Atlantica
formada por um mosaico de campos haturais associados a floresta subtemperada localizado
no municipio de Sao Francisco de Paula (29°27° - 29°35’S e 50°08” - 50°15°W, altitude média
de 912 m), estado do Rio Grande do Sul, sul do Brasil (FIG. 2). As areas de estudo estdo
localizadas dentro do Centro de Pesquisa e Conservacdo da Natureza Pr6-Mata (CPCN Pré-
Mata), uma area preservada de aproximadamente 4,500 ha. O clima do local é classificado
como temperado superumido (ROSSATO, 2011), com chuvas bem distribuidas pelo ano

chegando a 1700-2000 mm e uma média anual de temperatura entre 14 - 17°C.
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Figura 2 - Local da coleta no Pré-Mata, préximo a sede (Fonte: Laura Kauer Schuck)

A coleta das massas de ovos foi realizada no més de dezembro de 2021, préximo a

corpos de agua em diferentes pontos no pro-mata, onde normalmente sdo encontrados 0s
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ninhos desta espécie. Acondicionamos todos 0s ovos encontrados em recipientes plasticos, um
para cada ninho, contendo &gua do local de coleta, sob aeracdo constante. No momento da
coleta dos ovos, nos sitios reprodutivos, verificamos os seguintes parametros abioticos:
temperatura da agua, pH e a saturacdo de oxigénio na agua atraves de sondas especificas
multiparametro, para que fossem usados como base para o cultivo dos ovos e girinos em
laboratério.

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

'.
W
N

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

O nivel de oxigénio 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 Bioldgicos (CEMBE) da
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul em 17/12/2021. Em seguida, foram
acomodados em 3 aquarios de 10L com agua declorada por meio de kit anticloro da Labteste
(pH= 6.6, O2 (mg/L) = 15,7 e temperatura de 22,2 °C) a partir de agua potavel fornecida pelo
Departamento Municipal de Agua e Esgoto (DMAE) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Parametros abidticos da agua declorada utilizada para preenchimento dos aquarios durante todo o
periodo de experimentacéo. Valores médios dos meses de dezembro/2021 e janeiro/2022 do Sistema Geral de
Distribuicdo, 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 CI?/L

Cloro residual combinado 0,985 mg CI?/L

Coliformes fecais Ausente (em 100ml)

A ecloséo iniciou em 20/12 e, em 23/12, todos os ovos haviam eclodido. Os juvenis
ficaram somente com as reservas nutricionais alocadas da mée por 16 dias (até 05/01/22) e,
nesta fase, morreram apenas cinco animais. Neste periodo, os pardmetros da agua destes
aquarios variaram pouco (pH= 7.3, O»= 28.56 mg/L, temperatura de 21,6 °C e amonia de 0,25
- 0,5 ppm).

Apos esse periodo, os girinos foram deixados em 3 aquarios de 10L separados para
que se desenvolvessem até que atingissem o estagio 25 de Gosner, quando comegam a se
alimentar (GOSNER, 1960). Quando um namero suficiente de animais atingiu entre 0s
estagios 25-26 de Gosner eles foram separados em aquéarios de 5L, sendo cerca de 11 animais
alocados por aquario perfazendo um total de 25 aquérios e 282 girinos distribuidos igualmente
entre eles. Do dia 6/1 até o dia 17/1 os girinos foram alimentados com racdo para peixes
(Alcon basic com 38% de proteina bruta), uma vez ao dia. Estes 12 dias constituiram o
periodo de aclimatacéo.

A sala de cultivo foi mantida em temperatura controlada em 22°C = 2°C, ciclo
circadiano 12h claro/12h escuro com o0s aquarios sob aeracdo constante onde foram
acompanhados diariamente os niveis de pH, condutividade, O dissolvido e temperatura; além
da aménia que foi acompanhada por meio de Kit da Alcon (Tabela 2). Toda vez que a aménia

foi maior que 0,5ppm nos trocamos 2/3 da agua do aquario.
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Tabela 2 - Parametros abioticos monitorados diariamente nos aquarios durante o cultivo experimental de Boana
faber.

pH Condutividade (uS/cm) O2(mg/L) Temperatura (°C) Amonia (ppm)

Média 7.06 168,39 55,59 22,94 0,4
Desvio

0.19 12,37 9,19 0,42 0,51
padrdo
Erro padrdo 0.043 2,41 0,98 0,14 0,03

Depois do periodo de aclimatacdo, parte dos animais (Controle Dieta) foram pesados
em balanca eletronica (precisdo de 0,001 g) e o comprimento rostrocaudal foi mensurado com
paquimetro digital (precisdo de 0,01 cm), sendo acondicionados dois a dois em tubos do tipo
eppendorf para serem crioeutanasiados em nitrogénio liquido e mantidos congelados em
freezer -80°C até a analise dos biomarcadores. Foram reservados 18 - 19 animais para cada
grande grupo de marcadores (balanco oxidativo, metabolismo e proteinas carboniladas).

O restante dos animais foi exposto a trés diferentes concentracdes (65, 260 e 520 pg.L"
1) de glifosato) obtidas por calculo matematico a partir de uma formulagéo comercial de
herbicida contendo glifosato. Foi utilizada a formulagdo comercial Roundup® Original, tendo
como principio ativo o glifosato e contendo as seguintes especificacdes: sal de isopropilamina
e n-(fosfonometil) glicina em proporcdo de 480 g/L (48% m/v), equivalente &cido de N-
(fosfonometil) glicina (Glifosato) em proporcdo de 360 g/L (36% m/v) e ingredientes inertes
em proporgao de 684 g/L (68,4% m/v). Por fim, estabelecemos as concentragdes a partir do
limite maximo permitido pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) para Aguas
doces de classe 1 (CONAMA, 2005) que estabelece 65 pg.L™ de glifosato para esta classe de
agua doce e trabalhos que relatam este herbicida em aguas superficiais do RS (PERUZZO et
al., 2008). Todas as outras concentracGes ja foram utilizadas em estudos anteriores e
encontradas no ambiente natural da espécie.

Os grupos experimentais definidos foram: grupo dieta (CD), composto por 58
individuos coletados de cinco aquarios ao fim do periodo de aclimatacdo; controle
experimental (CE), 56 animais ndo expostos aos herbicidas e que foram mantidos por todo o
periodo de experimentacio; glifosato (G1), exposto a 65 pg.L™ de glifosato; (G2), exposto a
260 pg.Lt de glifosato) e (G3), exposto a 520 pg.L™ de glifosato. Cada grupo experimental

foi constituido de cinco aquarios. Para 0s grupos expostos ao herbicida 56 animais foram
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distribuidos em cinco aquarios por grupo experimental, ou seja, 11 a 12 animais por aquario e

o0 tempo de exposicao foi de 7 dias (FIG. 4).

PERIODO DE EXPOSIGAD: 7 DIAS
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Figura 4 - Esquema detalhando o desenho experimental e as concentragdes aplicadas do herbicida (Fonte: autor)

Para o processo de contaminacdo da agua dos aquarios foi preparada uma solugdo méae
do herbicida contendo 1 g/L de glifosato; foi quantificada a concentracdo de glifosato na
solucdo mde no Laboratério de Quimica Analitica Ambiental (PUCRS) utilizando a
metodologia proposta por Marques et al. (2009). Esta concentracdo foi de 1253 mg/L e nédo
apresentou decaimento significativo ao longo de cinco dias.

Ap0s o periodo de exposicdo, todos animais foram pesados, medidos e acondicionados
dois a dois em tubos do tipo eppendorf para serem crioeutanasiados em nitrogénio liquido e
mantidos congelados em freezer -80°C até a anéalise dos biomarcadores. Foram reservados 18
animais para cada grande grupo de marcadores (balanco oxidativo, metabolismo e proteinas

carboniladas).

3.1 DETERMINACAO DOS FATORES DE CONDICAO

O fator de condicdo € um parametro que tem sido utilizado em peixes, refletindo as
condicBes nutricionais recentes dos animais e fornecendo subsidios para analise do estado
fisiologico, além de permitir a comparacdo de populacdes submetidas a condi¢des ambientais
e alimentares diversas (GOMIERO et al., 2010; RODRIGUES ¢ D’INCAO, 2014). Para os

girinos foi determinado o fator de condicdo alométrico (K= (W/LP) x 100), onde b é estimado
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pela equacio da relagdo peso/comprimento (Y= a.X?, Y= comprimento e X é igual a massa
corporal) (SANTOS, 1978). A partir do estabelecimento desta equacéo foi calculada a relagéo
entre o0 valor de massa corporal observado e o esperado (Kn= Massa observada/Massa
esperada). A diferenca entre K e Kn é que o primeiro mede o desvio de um individuo de um
animal hipotético, enquanto o ultimo mede o desvio de um individuo do peso médio a partir

do comprimento.

3.2 DETERMINACAO DO BALANCO REDOX

Para determinacdo dos marcadores do balanco oxidativo os girinos foram
homogeneizados em Ultra-Turrax (IKA-WERK), em banho de gelo (0-4°C), em uma solucéo
de tampédo fosfato (20 mM) contendo cloreto de potassio (20 mM) e fluoreto de fenil metil
sulfonila (PMSF), na concentragcdo de 1mM (inibidor de proteases), em uma propor¢éo de
uma grama de peso Umido para cada 6 mL de solucdo (massa:volume). Este homogeneizado
foi centrifugado, em centrifuga refrigerada a 4°C, por 10 minutos a 10.000 rpm, o
sobrenadante foi retirado, aliquotado em quatro tubos do tipo eppendorf, identificados e
congelado em freezer a -80°C para as dosagens posteriores; 0s precipitados foram
desprezados. Para a normatizacdo de todos os marcadores de balango oxidativo foram
quantificadas as proteinas contidas neste sobrenadante por meio de kit comercial (Biotécnica)
com os resultados das proteinas expressos em mg/mL de solucdo. Esta quantificacdo das
proteinas nos permitiu também termos uma precisdo na oferta de proteinas a serem utilizadas
nas quantificagcdes dos diferentes marcadores de balango oxidativo. Todos os marcadores do
balango oxidativo foram quantificados em pelo menos triplicata por eppendorf.

3.3 MARCADORES DO BALANCO OXIDATIVO

Os niveis de lipoperoxidagdo foram determinados pela técnica de TBARS, que consiste
em aquecer 0 material biologico a ser testado na presenca de acido tiobarbitdrico, sob
condicBes &cidas, e medir, espectrofotometricamente, a formacéo de um produto de cor rosea
(BUEGE e AUST, 1978), com absorbancia maxima em 535 nm. Adiciona-se, em um
eppendorf de fundo redondo, 300 ul de acido tricloroacético (TCA) a 10%, 100 ul do
sobrenadante, 200 pl de acido tiobarbitarico (TBA) a 0,67% e 100 ul de agua destilada, nesta

ordem de adicdo, totalizando o volume de 700 pl. Em seguida, as amostras sdo incubadas a
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100 °C por 15 minutos e, logo depois, resfriadas em banho de gelo durante 30 minutos. Apos,
acrescenta-se 600 ul de butanol, agita-se brevemente as amostras em agitador (Biomatic),
estas sdo centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4°C durante 10 minutos a 3000 rpm. A
leitura em espectrofotdmetro foi realizada em cubeta de quartzo, a partir do volume total de
400 pl de sobrenadante, utilizando-se a absorbancia de 535 nm. A concentragédo de TBARS
no sobrenadante do homogeneizado foi expressa em nmol de TBARS.mg de proteina.

A quantificacdo de proteinas carboniladas (PC) foi realizada pelo método descrito por
Levine et al. (1994), no qual é necessario preparar o tampao de extracdo (0,5 mL Tris HCI
1M, 0,4 mL de EDTA 50 mM, 100 pL de PMSF 100 mM, 100 pL de Benzamidina 100 mM,
H>O MilliQ g.s.p.) e as seguintes etapas: pulverizar o animal em nitrogénio liquido; adicionar
1mL do tampdo de extracdo 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
ML do extrato para novo tubo e adicionar 50 pL 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 pL 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 pL de DNPH (2,4-Dinitrophenylhydrazine,
10 mM, 2M HCI). Incubar por 1 hora a temperatura ambiente, agitando a amostra de 15 em
15 minutos. Adicionar 500 pL 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 espectrofotdmetro em 370 nm (A370), utilizando
0 branco composto apenas por uréia (0,6 mL) para zerar o aparelho. O contetdo de carbonil é
medido pela formula Carbonil (umoles) = (A370/22.000) x 1.000.000. O teor das proteinas
totais ofertadas (medido por uso de kit comercial da BioTécnica) é utilizado no célculo final
da expressao das proteinas carboniladas (carbonil/teor de proteinas em mg).

A técnica para determinacdo da atividade da Superoxido Dismutase (SOD) no
sobrenadante baseia-se na inibicdo da reacdo do radical superdxido com a adrenalina através
da quantificacdo em unidades relativas, sendo que uma unidade de SOD ¢ definida como a
quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de reducdo do detector (adrenalina). A
oxidacdo da adrenalina leva a formagdo de um produto colorido, o adrenocromo, detectado

espectrofotometricamente a 480 nm, em cinética enzimatica (100” com registro de 10 em 10”)
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para trés curvas com concentracdo crescente de amostra (10 pl, 20 pl e 30 pl). O meio de
reacdo empregado consiste em glicina-NaOH (50 mM, pH 10,5) e adrenalina (1mM)
(BOVERIS e CADENAS, 1982). A quantificacdo da atividade da SOD é expressa em
unidades de SOD.mg de proteina-1.

Para a determinacgdo da Catalase (CAT), a ativagdo prévia do sistema enzimético pode
ser necessaria antes da realizagdo da leitura da reagdo no espectrofotdmetro. A ativacdo da
CAT no sobrenadante foi realizada adicionando-se 5ul de etanol a um eppendorf com 50 pl de
amostra e, apos banho de gelo durante 30 minutos, adiciona-se 5 pl de Triton X-100, um
detergente ndo idnico (GALBRAITH et al., 1983), em uma proporgéo final de 1:10:1, com
uma relacdo v:v:v. Apoés estes procedimentos, as amostras foram lidas em cubeta de quartzo,
adicionando-se 955 ul de tampao fosfato e 10 ul de homogeneizado do tecido; ap0s, zera-se 0
espectrofotémetro e, por fim, adiciona-se 35 ul de H20. (concentragéo final de 50 mM). A
leitura no espectrofotdmetro foi realizada com absorbéancia de 240 nm, em cinética enzimatica
(100” com registro de 10 em 10”). Para a expressdo dos resultados, foram quantificadas as
proteinas da amostra (BOVERIS e CHANCE, 1973) e os resultados expressos em pmoles
CAT.mg proteina™.min™.

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 quantificacdo da
conjugacdo 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 enzimatica (100” com registro de 10 em 10”), onde a atividade da GST se da de
acordo com o aumento nos valores da absorbancia, e é proporcional a velocidade de producéao
do composto conjugado (HABIG e JAKOBY, 1981). Desta atividade é descontada a reacdo
basal, obtida pela leitura da reacdo entre a GSH do ensaio e 0 CDNB, sem a presenca da
amostra. O ensaio enzimatico é realizado em tampdo fosfato de potassio (KPi) 100 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,0 contendo 1 mM GSH e 1 mM de CDNB. A atividade da GST &
expressa como mmoles de conjugado CNDB.min-1.mg proteina-1.

3.4 MARCADORES DE METABOLISMO

Para a dosagem do glicogénio, acido Urico e proteinas totais dos animais, 0,4 ul 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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Apos, os niveis de proteinas totais foram estimados usando o kit da Biotécnica®, esta
técnica se baseia na reacdo do ion cobre com as ligagGes peptidicas das proteinas séricas em
meio alcalino (Biuret Reagent). Esta reacdo produz um liquido roxo com absorbancia maxima
em 545 nm.

Os niveis de &cido urico foram quantificados usando um Kit de ensaio disponivel
comercialmente (Acido Urico - Biotécnica®), que se baseia na oxidacdo catalisada por
uricase do &cido urico em alantoina e perdxido de hidrogénio. A leitura dos niveis de acido
arico se deu em 505 nm.

O glicogénio foi extraido segundo Van Handel (1965) e quantificado como glicose ap6s
hidrélise &cida (HCI) e neutralizacdo (Na.CO3), utilizando-se Kit Biotécnica (Glicose), tendo
como principio o método da glicose oxidase, que catalisa a oxidacdo da glicose. O perdxido
de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob acdo catalisadora da
peroxidase, atraves de uma reacdo oxidativa de acoplamento formando uma
antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor é proporcional a concentracdo de
glicose na amostra, com absorbancia maxima em 505 nm.

Todos foram medidos espectrofotometricamente, em triplicata, em um sistema CARY 3E
— UV — Visible Spectrophotometer Varian. Os resultados de proteinas totais, acido Urico e
glicogénio foram expressos em mg/g de peso Umido.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos o erro padrdo e
analisados quanto a normalidade pelo teste de D’Agostino-Pearson e homogeneidade pelo
teste de Levene e teste de Bartlett.

Quanto a comparagéo dos grupos CD e CE, para afericdo da normalidade ou ndo dos
dados foi aplicado o teste D'Agostino & Pearson, caso fossem paramétricos usamos o teste T
ndo-pareado e, caso 0s dados tenham tido distribuicdo ndo-paramétricos, foi aplicado o teste
de Mann Whitney.

Para a analise dos diversos parametros que foram quantificados para os girinos do
grupo controle exposicdo (CE) e os expostos as diferentes concentracfes de glifosato (G1, G2
e G3) foi aplicado o teste de andlise de variancia de uma via seguida pelo teste complementar
de Games-Howell ou LSD (somente para a SOD), caso 0s dados se mostrassem paramétricos,

ou teste de Kruskal-Wallis seguido do complementar de Dunn, caso ndo sejam parametricos.
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Foi adotado o nivel de significancia de 5%, e as analises estatisticas serdo realizadas
com os programas Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) e GraphPad Prism 9 for

Windows.
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4 RESULTADOS

A comparacéo entre os resultados do grupo Controle Dieta (CD), que ficou por 12 dias
em condicdes controladas ap6s atingir o estagio 25 de Gosner, e o grupo Controle Exposi¢édo
(CE), que ficou por 19 dias em condi¢des controladas, também sem exposicdo ao herbicida, é
apresentada na Tabela 3. O &cido Urico teve um valor 15% menor no grupo CE (0,225 mg/g) e
o glicogénio um valor 29% menor (0,015 mg/g) em comparagdo ao grupo CD. Pelo contrario,
a catalase apresentou um valor significativo 26% maior (23,106 pmol/mg.proteinas.min) no

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

Tabela 3 - Valores obtidos nos grupos controle para os parametros analisados no cultivo de Boana faber
expostos ao glifosato. Periodo de aclimatacdo (12 dias) e exposi¢do (7 dias). Valores expressos como média £
erro padrdo. *= p<0,05. Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

Parametros Dieta (CD) Exposicgéo (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

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

Glicogénio (mg/g) 0,021 £ 0,001 0,015 + 0,003*
Acido urico (mg/g) 0,264 +0,09 0,225+ 0,004*
SOD (U SOD/mg de proteinas) 21,477 £1,772 23,604 + 2,987
CAT (pmol/mg.proteinas.min) 18,360 + 12,338 23,106 + 6,967*
GST (nmoles/mg.proteinas.min) 0,843 £ 0,091 0,638 £ 0,235

TBARS (umol/mg de proteinas) 24,251 £5,882 48,628 £ 11,627

Proteinas carboniladas (UM Carbonil) 14,494 £5,292 13,727 + 5,897

4.1 MASSA, COMPRIMENTO E FATORES DE CONDICAO CORPORAL

N&o houve diferencga significativa entre a massa corporal dos girinos do grupo CE
(0,1645 g) e todos 0s grupos expostos ao glifosato. No entanto os valores de G3 ficaram 92%
menores em relacdo ao grupo G2 (FIG. 5).
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4.1.1 Massa

Média da massa Corporal
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Figura 5 - Massa dos animais expostos a trés concentracGes crescentes do herbicida glifosato. As barras
representam as médias + erro padrdo e as letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos para
um p< 0,05.

4.1.2 Comprimento

O comprimento dos animais também ndo diferiu estatisticamente entre o grupo
controle exposicdo e os girinos dos grupos expostos ao glifosato; contudo, quando
comparamos os diferentes grupos expostos entre si verificamos uma diminuicdo de cerca de
50% no comprimento corporal total dos animais expostos as maiores concentracOes de
glifosato (G2 e G3) (FIG. 6).
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Figura 6 - Comprimento dos animais expostos a trés concentracdes crescentes do herbicida glifosato. As barras
representam as médias + erro padrdo e as letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos para
um p< 0,05.

4.1.3 Fatores de condicdo K e Kn

A relacdo 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
equagdo W= 0,013. L%%%7; onde o valor do coeficiente b, o exponente da equagdo foi de

0,6397 (FIG. 7). Isto indica um padrdo de crescimento alométrico negativo (b<3).
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Figura 7 - Curva de crescimento estabelecida através da relagdo entre a massa corporal e 0 comprimento total
dos animais dos grupos controle (CD e CE).

O fator K, obtido pela relagdo entre a massa observada e a massa esperada, nao 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 reducéo de 9% (FIG. 8).
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Figura 8 — Fator K (massa observada/massa esperada) dos girinos expostos a concentracdes crescentes do
herbicida glifosato. As barras representam as médias + erro padrdo e as letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os grupos para um p< 0,05.

Com relacdo ao fator de condicdo alométrico, calculado a partir da curva de
crescimento, os valores do fator Kn (Kn= (W/L").100) n4o diferiram estatisticamente entre os
grupos CE e os demais grupos expostos ao glifosato. Contudo, houve diferenca significativa
entre o grupo G2 e G3, sendo o primeiro 9,72% maior (FIG. 9).
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Figura 9 - Fator de condicdo alométrico (Kn) dos animais expostos a trés concentracfes crescentes do herbicida
glifosato. As barras representam as médias + erro padrdo e as letras diferentes indicam diferencas significativas
entre 0s grupos para um p< 0,05.
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4.2 MARCADORES DE BALANCO OXIDATIVO

4.2.1 Lipoperoxidacéo

Os niveis de lipoperoxidacdo de nenhum grupo variou estatisticamente (FIG. 10). No
entanto, os grupos G2 e G3 ficaram 56 e 51% menores que o0 controle exposicgéo,

respectivamente.
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Figura 10 - Niveis de TBARS nos grupos expostos a trés concentragdes crescentes do herbicida glifosato. As
barras representam as médias + erro padrdo e as letras diferentes indicam diferengas significativas entre os
grupos para um p< 0,05.

4.2.2 Proteinas totais do sobrenadante (PTS)

Os niveis de proteinas totais do sobrenadante ndo diferiram significativamente entre o
controle exposicdo (CE) e os grupos expostos ao herbicida Roundup® nas trés concentragdes
utilizadas. A maior diferenca foi observada entre CE (média 5,18 mg/ml) e o grupo G1 (3,75
mg/ml), sendo o valor deste Gltimo 28% menor que o controle. Contudo, quando comparamos
0S grupos expostos entre si verificamos uma diferenca significativa entre o grupo G1 e os
grupos G2 e G3 (FIG. 11).
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Figura 11 - Niveis de proteinas totais do sobrenadante nos grupos expostos a trés concentragdes crescentes do
herbicida glifosato. As barras representam as médias + erro padrdo e as letras diferentes indicam diferencgas

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

4.2.3 Superoxido dismutase

Os niveis de SOD diferiram estatisticamente entre o grupo CE e G3 (520 pg.L?),

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

apresentou os menores niveis de SOD (média: 20,57, erro padrdo: £1,36) (FIG. 12).
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Figura 12 - Niveis de SOD nos grupos expostos a trés concentragdes crescentes do herbicida glifosato. As barras
representam as médias + erro padrdo e as letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos para

um p< 0,05.
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4.2.4 Catalase

Todos os grupos expostos a concentracdes de glifosato apresentaram valores maiores
que o grupo controle exposi¢do. No entanto, a grande variabilidade dos dados ndo permitiu
acessar uma diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e 0S grupos expostos ao
herbicida (Fig. 13).
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Figura 13 - Niveis de CAT nos grupos expostos a trés concentragdes crescentes do herbicida glifosato. As barras
representam as médias + erro padrdo e as letras diferentes indicam diferencas significativas entre 0s grupos para
um p< 0,05.

4.2.5 Glutationa s-transferase

Quanto aos niveis de atividade da Glutationa S-Transferase, nenhum grupo apresentou
niveis estatisticamente diferentes do controle exposicdo, embora se possa observar uma
tendéncia de aumento no grupo G1, ou seja, um valor 52% maior que o controle exposicao
(FIG. 14).
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Figura 14 - Niveis de GST nos grupos expostos a trés concentragdes crescentes do herbicida glifosato. As barras
representam as médias + erro padrdo e as letras diferentes indicam diferencas significativas entre 0s grupos para
um p< 0,05.

4.2.6 Proteinas carboniladas

Os niveis de proteinas carboniladas variaram significativamente entre os grupos CE e
Gl e G2, embora ndo entre o controle e G3. O grupo G1 apresentou 0 menor nivel de
oxidagéo proteica quando comparado aos demais, sendo 22,5% menor que os do controle).

Além disto observamos uma resposta concentracdo dependente dos niveis de PC dos valores
obtidos para os grupos expostos (FIG. 15).
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Figura 15 - Niveis de proteinas carboniladas nos grupos expostos a trés concentragdes crescentes do herbicida
glifosato. As barras representam as médias + erro padrdo e as letras diferentes indicam diferengas significativas
entre os grupos para um p< 0,05.
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4.3 MARCADORES DO METABOLISMO

4.3.1 Acido Urico

Os niveis de acido drico nao diferiram significativamente entre o controle exposi¢do
(CE) e os grupos expostos ao herbicida Roundup® nas trés concentracdes utilizadas. A maior
diferenca foi observada entre CE (média: 0,225 mg/g) e G1 (média: 0,173 mg/g), sendo o

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

Acido urico
03
0.25
0.2
20
® 0.15
£
0.1
0.05
0
G1 (65 pg/L) G2(260pg/l)  G3 (520 pg/L)

Concentragdo de Glifosato

Figura 16 - Niveis de acido Urico nos grupos expostos a trés concentragdes crescentes do herbicida glifosato. As
barras representam as médias + erro padrdo e as letras diferentes indicam diferencas significativas entre os
grupos para um p< 0,05.

4.3.2 Glicogénio

Quanto aos niveis de glicogénio, em todos os grupos expostos as diferentes
concentragfes de glifosato observamos valores significativamente menores dos que o0s
observados para o grupo controle exposicdo. O grupo exposicdo G3 apresentou a menor

média de glicogénio, um valor 75% menor que o CE (FIG. 17).
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Figura 17 - Niveis de glicogénio nos grupos expostos a trés concentracdes crescentes do herbicida glifosato. As
barras representam as médias + erro padréo e as letras diferentes indicam diferengas significativas entre os
grupos para um p< 0,05.

4.3.3 Proteinas totais

Os niveis de proteinas totais ndo diferiram significativamente nem entre o controle
exposicdo (CE) e os grupos expostos ao herbicida Roundup® nas trés concentraces

utilizadas, e nem quando comparamos 0s grupos expostos entre si (FIG. 18).
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Figura 18 - Niveis de proteinas totais nos grupos expostos a trés concentracfes crescentes do herbicida glifosato.
As barras representam as médias + erro padrao e as letras diferentes indicam diferencas significativas entre os
grupos para um p< 0,05.



32

5 DISCUSSAO

O presente estudo é o primeiro a analisar a biodisrup¢ao metabolica e funcional dos
efeitos de concentragBes ecologicamente relevantes de uma formulagdo comercial & base de
glifosato, um herbicida comumente utilizado no Brasil, durante um periodo de exposicdo de 7
dias, sobre girinos da espécie nativa do anfibio Boana faber. Alves-Ferreira et al. (2023),
trabalhando com girinos de B. faber expostos @ mesma formulagdo comercial deste estudo
(Roundup Original®), estabeleceram uma LCso em 96h de 7.45 mg i. a./L. Apesar de termos
utilizado concentracBes de 13 até 115 vezes menores que essa LCso, fomos capazes de
observar efeitos sub letais deste herbicida nos niveis de glicogénio e de atividade da
superoxido dismutase (SOD) na comparagdo do grupo controle exposi¢cdo com 0S grupos
expostos.

A comparacdo entre os resultados do grupo Controle Dieta (CD) e o grupo Controle
Exposicao (CE) mostrou uma diminuicdo nos niveis de glicogénio e acido urico, aliado a um
incremento da atividade da catalase. Tais diferencas podem indicar que, durante o periodo
adicional da dieta, os girinos apresentaram certo grau de estresse maior, ja que mesmo as
condicdes de laboratdrio sendo cuidadosamente controladas elas ndo emulam perfeitamente o
ambiente natural onde vive a espécie e, também, que iniciamos o experimento quando 0s
animais estavam entre o estagio 25 e 26 de Gosner. Foi unicamente neste periodo, inicio da
fase de alimentacéo, que observamos mortalidade entre os animais, atingindo niveis de 1,5%.

Uma meta-analise de 2013 (WAGNER et al.) sobre os efeitos de herbicidas a base de
glifosato em anfibios compila os resultados de diferentes estudos realizados até entdo. Os
autores indicam que os efeitos crbnicos e retardados do herbicida sdo especificos da
formulacdo e da espécie. Segundo citacdo de Williams e Semlitsch (2010), a exposicdo a
herbicidas a 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 diferenca
de toxicidade pode ser atribuida a duas causas: primeiro, as formulacGes 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 a base de glifosato e sulfentrazone, ressaltam a
existéncia de respostas que sdo especificas a cada espécie.

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

toxicoldgicos do glifosato e de herbicidas a base de glifosato em anfibios em comparacdo com
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outros agrotdxicos, estudos sobre os efeitos de exposicdo subletal ainda ndo permitem
conclusdes mais completas do impacto toxicodindmico devido a falta de dados. Um consenso
deve-se a descoberta de que o estagio larval aquatico € o estdgio de vida mais sensivel.
Wagner (2013) também catalogou evidéncias de que a sensibilidade dos anfibios aos
herbicidas a base de glifosato é especifica da formulacdo, da espécie e do estdgio de vida
(surfactantes > herbicida a base de glifosato > glifosato; Anura > Urodela; Hylidae > Ranidae
> Bufonidae; larvas > embrides > juvenis e adultos).

Moutinho (2013) realizou um estudo sobre os efeitos de uma formulacdo comercial a
base de glifosato isolado em larvas de B. faber, e seus resultados também ndo detectaram
mortalidade significativa nos animais expostos, corroborando com os resultados obtidos nesse
trabalhno. Em ambos os estudos, mortalidade, massa e comprimento ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos controle e os grupos expostos ao herbicida. Em
concordancia com a autora, n6s também ndo observamos uma reducdo significativa do
comprimento total e da massa total dos animais quando comparamos a concentracdo mais
elevada de glifosato (520 pg.L™) ao grupo controle exposicdo. Apesar disso, tanto massa
guanto comprimento apresentaram valores médios menores no grupo G3, sugerindo uma
tendéncia geral que afeta o desenvolvimento normal dos animais pertencentes ao grupo e que,
possivelmente, estiveram sob nivel incomum de estresse, ainda mais se consideramos esses
resultados juntamente com o0s outros do nosso trabalho. No entanto, no estudo de Moutinho
ndo foram avaliados os efeitos ecotoxicol6gicos em B. faber como no presente trabalho. Por
outro lado, seus resultados demonstram que estagio de desenvolvimento da espécie foi
significativamente afetado.

Para além da espécie, ha varios estudos envolvendo a mesma familia (Hylidae) que
medem efeitos ecotoxicoldgicos do glifosato. Em Pseudis minuta, uma espécie desta familia,
Wingen (2022) n&o verificou diferencas significativas em nenhum dos biomarcadores
analisados (SOD, CAT, GST e TBARS) entre 0s grupos expostos quando comparados ao
controle. Ao contrario dos estudos recentes de Reichert (2022) e Wingen (2022), que néo
encontraram diferencas significativas nos niveis de SOD entre 0s grupos controle e 0s grupos
exposicdo em Rhinella icterica (Buffonidae) e Pseudis minuta (Hylidae) respectivamente, nds
encontramos uma diferenga significativa nos niveis da enzima entre o grupo CE e 0 G3. A
SOD cataliza a dismutac¢do do anion superdxido (O2-) em peroxido de hidrogénio (H202) e
que, por sua vez, e transformado em &gua pela acdo da catalase (CAT) ou glutationa
peroxidase (GPx). Como a enzima antioxidante SOD teve um incremento de 3 vezes nos

animais expostos a 520 pg.L™? de glifosato (G3), pode-se afirmar que houve uma maior
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producdo do anion radical superdxido. Este incremento da formacdo do anion radical
superoxido induzido pela maior concentracdo do herbicida pode estar relacionado a uma
maior demanda metabolica para metabolizacdo deste xenobiotico. Tal fato € reforcado pela
diminuicdo do glicogénio destes animais, reserva esta que atinge niveis 77% mais baixos que
aqueles verificados no grupo controle. Reichert et al. (2022) j& havia sugerido um incremento
da demanda de ATP para sustentar mecanismos antioxidantes e de biotransformacdo em
girinos expostos a herbicidas.

Este aumento de atividade da SOD coincide com os niveis mais baixos de TBARS,
sugerindo um papel-chave desta enzima na prevencdo da lipoperoxidagdo. Assim, supomos
que as defesas antioxidantes ndo conseguiram neutralizar completamente as espécies reativas
ao oxigénio (EROs). Também para Costa (2007), a exposicdo ao Roundup® aumentou a
atividades hepatica da SOD em 81% em Lithobates catesbeiana (Ranidae) quando
comparados com animais do grupo controle. Ja para da Silva (2021), os niveis de SOD
ficaram significativamente reduzidos em girinos de Melanophryniscus admirabilis (Thiaridae)
expostos a diferentes concentracoes glifosato.

No campo da ecotoxicologia, historicamente tem se utilizado biomarcadores para a
compreensdo dos efeitos dos pesticidas em organismos vivo. S&o modifica¢cbes moleculares,
celulares, fisioldgicas ou comportamentais que podem ser observaveis ou quantificaveis
evidenciando que o organismo foi exposto a xenobidticos (LIONETTO et al., 1993).
Contaminantes ambientais podem causar danos oxidativos em animais aquéticos, por
exemplo, através da inducdo a producdo de espécies reativas de oxigénio e/ou diminuicdo das
defesas antioxidantes, o que pode levar a deficiéncias na reproducdo, alteracOes
comportamentais e no desenvolvimento de girinos (COSTANTINI, 2014).

A elevacdo do dano oxidativo pode ser resultado da capacidade diminuida de eliminar
EROs devido a baixa quantidade e/ou atividade diminuida das enzimas antioxidantes, como
tambem da diminui¢do de moléculas antioxidantes, como observado durante a hibernacéo de
Nanorana parkeri (NIU et al., 2018). Em exposicao aguda (quatro dias) houve aumento da
SOD no figado e branquias, nas concentracGes de 28 a 34 pg/L, proximas a utilizada no
presente estudo (OWOLABI et al., 2017).

E importante ressaltar que, juntamente com a enzima antioxidante CAT, a SOD ¢ a
primeira linha de defesa contra as espécies reativas de oxigénio. As EROs podem ser geradas,
por exemplo, na fosforilagdo oxidativa, na interacdo com agentes patogénicos e na interacdo
com agentes xenobioticos. No presente estudo, o incremento da SOD e a manutencdo dos

niveis de atividade da CAT e da GST, uma enzima chave na fase Il na biotransformacéao de
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xenobioticos, parece ter sido fundamental para estes animais conterem a lipoperoxidagao
(TBARS) e garantirem sua sobrevivéncia. Garcia et al. (2020) mostraram que 0s niveis de
malondialdeido, um indicador de lipoperoxidagdo, diminuiram no figado de lambari apos a
exposicdo a oOleo diesel possivelmente por uma maior protecdo antioxidante, metabolismo e
excrecdo de malondialdeido na agua. Além disto, cabe ressaltar que a atividade dessas
enzimas pode ser mantida, aumentada ou diminuida, dependendo da espécie, do tecido e
Orgdo analisado, além de fatores relacionados ao estressor e ao estresse imposto, como sua
intensidade e duracdo (PERSCH et al., 2017).

As proteinas carboniladas (PC) sdo consideradas o resultado da oxidacdo causada
diretamente por EROs ou por produtos da lipoperoxidacdo. A carbonilagdo é normalmente
considerada o resultado de espécies reativas de oxigénio que atacam a cadeia lateral da
proteina. As EROs incluem hidroperoxido ou hidroperdxidos lipidicos. Tal estresse oxidativo,
geralmente catalisado por metais, leva a carbonilacdo de proteinas (DALLE-DONNE, 2006).
Sendo assim, a carbonilacdo de um residuo pode ser suficientemente severa para causar a
perda funcional de uma proteina, como acontece quando a oxidacdo de residuos do
aminoéacido resulta na sua inativacdo (LEVINE, 1990).

Ao contrario do estudo de Reichert (2021), que mediu a concentracdo de PCs em
anfibios relativamente proximos da familia Hylidae (WOMACK e BELL, 2020) expostos a
glifosato, e que ndo detectou diferencas significativas entre o grupo CE e 0s grupos expostos
ao herbicida, n6s encontramos um aumento significativo entre o controle exposi¢do e 0s
grupos G1 e G2 nos niveis deste marcador. Isso foi demonstrado pelo aumento dose-
dependente nos niveis de PC, sugerindo oxidacdo crescente de proteinas em girinos expostos
ao glifosato, apesar de aumento dos mecanismos antioxidantes. Vale ressaltar que o padréo
das médias encontrados pela autora sdo semelhantes aos encontrados nesse trabalho.

No entanto, os niveis de PCs nos grupos mencionados ficaram menores que o controle
exposicdo. Tais resultados, aliados ao baixo percentual de mortalidade constatado, nos
permite sugerir que se deve a capacidade dos animais em se desenvolver mantendo ou até
mesmo diminuindo os niveis de dano oxidativo (TBARS e PC) ao longo do periodo
experimental, provavelmente as custas das reservas de glicogénio. 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 condigédo K
(observado/esperado) < 1 nos trés grupos expostos ao herbicida, indicando deficiéncia

nutricional, sendo G3 o grupo com menor fator de condic¢do (0.917138 +0,02). Tal resposta



36

pode estar relacionada a um desvio das reservas energéticas destes animais para a
biotransformacao destes herbicidas e a ativacdo do sistema antioxidante levando a diminui¢éo
dos niveis de TBARS nos expostos a glifosato. Ndo podemos descartar também, alteracfes na
atividade e no comportamento alimentar. No entanto, o fator K néo diferiu significativamente
entre o grupo CE (0,96 + 0,019) e os grupos expostos ao glifosato. O fator de condigédo K
teve valor maior do que 1 apenas no grupo CD (média: 1,10).

O fator de condicéo relativo (Kn) € um importante indicador do grau de higidez de um
individuo e seu valor reflete as condi¢Bes nutricionais recentes e/ou gastos das reservas em
atividades ciclicas, sendo possivel relaciona-lo as condi¢cdes ambientais e aos aspectos
comportamentais das espécies (GOMIERO et al., 2010). O fator de condi¢cdo Kn ndo diferiu
estatisticamente entre o controle exposicdo e 0S grupos expostos ao glifosato. A maior
diferenca 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 condic¢do subnutricional destes animais.
Um valor de Kn menor que 3 para animais tende a ser interpretado como condi¢do de
desenvolvimento e nutri¢do insuficiente.

E preciso ressaltar também que ha uma escassez de estudos sobre a familia Hylidae.
Estudos sobre a historia 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). Ja o efeito de herbicidas
¢ ainda menos conhecido nesse taxon. Neste estudo pudemos demonstrar um efeito negativo
de concentragcdes ambientalmente relevantes de glifosato sobre girinos de B. faber, alterando
marcadores do balanco oxidativo, do metabolismo energético e da condicdo corporal destes
animais nesta fase do desenvolvimento. Dessa forma, considerando que o numero de
agrotoxicos liberados no mercado brasileiro s6 em 2022 foi 652, uma alta de 16% em relacdo
a 2016, representando o maior numero ja registrado nos altimos 23 anos pela Coordenacéo-
Geral de Agrotoxicos e Afins (SALATI, 2023). Adicionalmente, levando em conta também
gue o ultimo relatério do IPCC (2021) sustenta que o aquecimento global pode aumentar
ainda mais o risco de extingdo de espécies, defendemos ser urgente a ampliagdo dos estudos
sobre esta classe tanto em laboratorio quanto in loco frente aos diferentes agentes estressores
isolados e associados aos quais esta sujeita. Por fim, sabendo que os anfibios sdo o segundo
grupo mais ameacado de extingdo no planeta, destacamos a relevancia do estudo aqui

realizado e os resultados obtidos.
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O estudo de Dornelles e Oliveira (2015) com a Ré&-touro-americana (Lithobates
catesbeianus) reforca o que n6s encontramos neste trabalho sobre os niveis de glicogénio de
animais expostos a glifosato. Para as autoras, branquias, figado e musculos dos animais nos
grupos expostos apresentaram niveis significativamente menores de glicogénio em
comparagdo com o controle exposicdo. Além disso, o padrdo de resposta do glicogénio a
exposicdo ao herbicida foi o0 mesmo em todos os tecidos. O glicogénio é um carboidrato
complexo armazenado no figado e nos masculos de animais, incluindo humanos. E composto
de muitas moléculas de glicose ligadas entre si em uma estrutura ramificada. Tem a funcédo de
fornecer uma fonte de reserva de glicose, que pode ser rapidamente decomposta em moléculas
de glicose conforme necessario para fornecer energia ao corpo, demonstrando a importancia
do polissacarideo para a homeostase energética e sobrevivéncia desses animais. As autoras
sustentam que a deplecdo das reservas energéticas observadas no estudo pode estar associada
a alta taxa de sobrevivéncia dos girinos expostos a baixas concentracbes do herbicida
glifosato. Da mesma forma, n6s também observamos uma baixa taxa de mortalidade e uma
diminuicdo intensa das reservas de glicogénio, especialmente nas maiores concentracdes do
herbicida (65 e 520 pg.L™* de i.a.).

Embora espécies de anfibios ja tenham sido sugeridos como bioindicadores, B. faber
nunca foi sugerida como potencial bioindicador de poluicdo ambiental gerada pelo herbicida
em questdo e para o bioma da Mata Atlantica (BACH et al., 2016; MOUTINHO et al., 2020).
O presente trabalho, além de aprofundar a compreensdo dos efeitos de uma formulacdo
comercial de glifosato na espécie, também sugere padroniza-la como bioindicadora de outras
espécies de anuros no bioma Mata Atlantida. Vale ressaltar que se trata de uma regido que em
1500 possuia 1.000.000 km?, cobrindo praticamente a costa do Brasil; e que possui
atualmente apenas 7% de sua extensdo original. Sendo assim, visamos reforcar as evidéncias
pré-existentes a respeito dos efeitos dos pesticidas mencionados anteriormente, tanto seus
efeitos isolados quanto em mistura. Além disso, também reforcar a proposta de tornar B. faber
uma bioindicadora da Mata Atlantida.

O estado de conservacdo da espécie, segundo a IUCN € de menor preocupagdo e a
distribuicdo da mesma cobre a totalidade da area original da Mata Atlantica (LAVILLA et al.,
2010). Alem disso, a baixa mortalidade observada dos animais durante o cultivo em
laboratdrio reforca ainda mais a nossa sugestdo para que esses animais sejam utilizados como

indicadores ambientais do bioma.
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