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RESUMO 

Dentre os químicos agrícolas, destacamos triazinas, aminoácidos fosfonados,        
benzenaminas, organofosforados, fenilpirazóis e aril triazolinonas por seu uso excessivo          
é um dos fatores que afetam o desenvolvimento, reprodução e sobrevivência de            
anfíbios. Dentre os agroquímicos mais utilizados mundialmente (inclusive Brasil) estão          
os herbicidas. Seu amplo uso é um dos fatores que afetam o desenvolvimento,             
reprodução e sobrevivência dos anfíbios. Contudo, seus efeitos tóxicos em animais não            
foram ainda suficientemente estudados. Dessa forma, neste trabalho objetivamos         
estudar o efeito isolado e em mistura dos herbicidas Boral® 500 SC e Glifosato® sobre               
uma série de parâmetros bioquímico-funcionais (níveis de glicose; ácido úrico e           
corticosterona) no plasma, o balanço oxidativo no fígado e no músculo e sobre             
parâmetros de condição nutricional em girinos de rã-touro (Rana catesbeiana Shaw,           
1802). Para tanto, utilizamos oitenta girinos em estágio de pró-metamorfose (ausência           
de membros aparentes) e adquiridos em ranário. Estes foram pesados, medidos e            
distribuídos em aquários sob condições controladas de temperatura (23 ± 2ºC),           
fotoperíodo (12h luz:12h escuro), aeração constante, alimentados uma vez ao dia com            
ração comercial durante sete dias (grupo controle 7 - C7). Após esse período, parte dos               
animais continuou nessas condições (controle 14- C14) e, o restante dividido em três             
grupos sendo expostos a Boral® 500 SC (sulfentrazone: 130µg/L), Glifosato® (glifosato:           
234µg/L) e uma mistura de Boral® mais Glifosato® (130µg/L mais 234µg/L,           
respectivamente) durante mais sete dias. Depois do período de aclimatação (7 dias)            
girinos do grupo controle (C7) tiveram amostras de sangue coletadas por punção            
cardíaca, com seringa heparinizada e então eutanasiados. Estes animais foram pesados,           
medidos e foi removido o fígado, o intestino (somente para determinar os parâmetros de              
condição nutricional), e parte do músculo caudal. Os tecidos foram imediatamente           
congelados em nitrogênio líquido para determinação da atividade das enzimas          
antioxidantes Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa S-transferase        
(GST), e níveis de TBARS, um indicador de Lipoperoxidação (LPO). Os mesmos            
procedimentos foram utilizados depois do término do período de 14 dias para o grupo              
controle C14 e aos grupos expostos aos herbicidas (B; G; e BG). Nós comparamos              
estatisticamente os grupos C7 e C14 por Teste T Student para amostras independentes.             
Cabe ressaltar que nos três primeiros dias de aclimatação observamos uma mortalidade            
de 25% dos animais. Ao compararmos os resultados obtidos para a maior parte dos              
parâmetros analisados, com exceção da glicose plasmática e da atividade das enzimas            
(SOD, CAT e GST) no fígado dos animais do grupo controle aclimatação (C7) e do               
controle tempo de cultivo total (C14), não existiu diferença. Tal diferença nestes            
parâmetros pode indicar que durante o período de aclimatação os girinos apresentaram            
um grau de estresse, possivelmente em virtude da adaptação as condições de cultivo o              
que justifica a taxa de mortalidade observada. Ressaltamos que para elaboração do            
artigo científico foram usados como controle os animais do grupo C14, pois estes             
animais tem o mesmo tempo de vida que os animais expostos; o que aliado ao perfil de                 
resposta, descrito acima, reforça tal escolha. Ao compararmos o grupo C14 aos grupos             
expostos (B; G e BG) pelo teste de Kolmogorov-Smirnov detectamos uma distribuição            
não paramétrica para todos os parâmetros analisados sendo então, utilizado o Teste            
Kruskal-Wallis com complementar de Student-Newman-Keuls para detectar as        
diferenças entre os grupos, para um p<0,05. Nós verificamos que houve taxa de             
sobrevivência de 91.7%, o que demonstra que as concentrações escolhidas dos           
herbicidas foram subletais; evidenciando assim, que o sistema de cultivo se mostrou            
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adequado à manutenção dos animais. Mesmo em baixas concentrações, semelhantes          
àquelas encontradas em ambiente natural, estes herbicidas induziram alterações nos          
parâmetros analisados, principalmente no fator de condição específico (Kintestinal); nos          
níveis de triglicérides, de ácido úrico e de corticosterona plasmáticos; e na atividade das              
enzimas antioxidantes SOD, CAT e primordialmente a GST modulando os níveis de            
peroxidação lipídica no fígado e músculo caudal. Estas alterações parecem estar ligadas            
a um incremento da demanda energética na tentativa de manter a homeostase e garantir              
a sobrevivência dos animais; diminuindo assim, a energia disponível para o crescimento            
e a metamorfose o que pode comprometer o ciclo de vida adulto. Podemos sugerir que a                
mistura de sulfentrazone e glifosato parece ser mais lesiva aos animais, principalmente            
pela manutenção e diminuição drástica dos níveis de atividade da Glutationa S-tanferase            
no fígado e no músculo caudal, respectivamente. 
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ABSTRACT 

Pesticides are widely used in agriculture, among them there are the triazines             
(atrazine, cyanazine, propazine, simazine, terbuthylazine, tetrazine), the phosphonated        
amino acids (glyphosate), the benzenamines (phenylamine, phenylenediamine,       
dinitroaniline, pedimetalin), organophosphates (fenitrothion), the phenyl pyrazoles       
(fipronil) e triazolones (sufentrazone). Therefore, they widely use of them is one of the              
factors which affects amphibians development, reproduction and survival. Among the          
pesticides most used worldwide, included in Brazil, are herbicides. However, its toxic            
effects in animals and plants have not been yet sufficiently study. This work aimed to               
study the effect of isolated and mixture of Boral® and Glifosato® herbicides on the              
biochemical composition and oxidative balance in the liver and muscle; levels of            
glucose, uric acid and corticosterone in plasma, and nutritional condition factors in            
tadpoles of bullfrogs (Rana catesbeiana Shaw, 1802). Was used sixty tadpoles in            
prometamorphosis stage, no apparent members, acquired in a frog farm, and these,            
weighed, measured and distributed in tanks under controlled temperature (23°C),          
photoperiod (12h light: 12h dark) constant aeration, fed with commercial rations for            
seven days (C7). After this, some animals continued under these conditions (C14) e             
another it was divided into three groups which will be exposed to Boral® 500 SC               
(sulfentrazone: 130μg/L), to Glifosato® (glyphosate: 234μg/L) and to mixture Boral®          
500 SC and Glifosato® (130μg/L + 234μg/L, respectively) for seven days. After the             
acclimation period (7 days) tadpoles of control 7 group had blood samples collected by              
cardiac puncture with heparinized syringe, then euthanized. They was weighed,          
measured and removed the liver, intestine (only to determinate an index), and muscle             
tissue. The tissues were immediately freeze in liquid nitrogen and homogenized for            
determination of activity of the enzymes Superoxide Dismutase, Catalase and          
Glutathione S-transferase, e TBARS levels, an indicator of Lipid Peroxidation (LPO,           
Lipid Peroxide Levels). The same procedures will used after the exposure period ending             
in animal control 14 days (C14) and the exposed groups to herbicides (B, G and BG                
groups). We statistically compared the treatment groups C7 e C14 (Student T test for              
independent sample), as well as the control groups (C14 e exposed). We observed on the               
three first acclimation days an animal mortality of 25%. We compared this percentage             
to major part of parameters analyzed, except glucose plasmatic and liver enzymes            
activity (SOD, CAT and GST) of groups acclimation control (C7) and control 14 days              
(C14) and this comparison was not different statistically. This difference in parameters            
can indicate that during the acclimation period the tadpoles showed a stress level,             
possibly because of adaptation process to culture conditions that justify the mortality            
percentage observed. We highlight that to scientific paper elaboration were used as            
control the animals of C14 group, because this animals has the same time of life that the                 
exposed animals and allied to answer to adaptation process reinforces this choice. We             
compared the C14 group with exposed groups (B, G and BG groups) using             
Kolmogorov-Smirnov Test and we detected a non-parametric distribution to all          
parameters analyzed, so we used the Kruskal-Wallis Test and Student-Newman-Keuls          
Test a posteriori, to detect the differences between the groups to p<0,05. We verify a               
survey of 91.7%, those demonstrate that chosen herbicides concentrations was          
sub-lethal, Thus showing that the cultivation system was adequate to maintenance of            
animals. Even in low concentrations, similar of those found in natural environment, this             
herbicides induced changes in parameters analyzed, mainly in specific conduction level           
(Kintestine); in triglycerides levels, acid uric and corticosterone plasmatic, and in SOD            
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CAT and GST antioxidants enzymes activity, primordially the GST modeling the lipid            
peroxidation levels in liver and muscle tissues. This alterations looks linked to an             
increment of energy demand in an attempt to maintain homeostasis and ensure the             
survival of the animals, decreasing the energy available for growth and metamorphosis,            
which may compromise the adult life cycle. We suggest that sulfentrazone and            
glyphosate mixture seems to be more harmful to animals, mainly by the maintenance             
and drastic reduction of the levels of Glutathione S-tansferase activity in the liver and              
caudal muscle, respectively.  
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APRESENTAÇÃO GERAL 

1. Introdução 

No Brasil, a adoção de defensivos agrícolas, produtos fitossanitários, pesticidas,          

biocidas e agrotóxicos, têm sido marcados por controvérsias há anos. A legislação            

brasileira adotou e definiu o termo pesticida (Lei 7.802/89 e Decretos 98.816/90 e             

4.074/2002) como: “Entende-se por pesticidas as substâncias, ou mistura de          

substâncias, de natureza química que são destinadas a prevenir, destruir ou repelir,            

direta ou indiretamente, qualquer forma de agente patogênico ou de vida animal ou             

vegetal, que seja nociva às plantas e animais úteis, seus produtos e subprodutos e ao               

homem” (Spadotto et al., 2004). Contudo, alguns xenobióticos têm o potencial de            

causar danos mesmo em concentrações extremamente baixas a organismos não alvos           

como também ao meio ambiente, sendo assim, o que é tradicionalmente considerado            

como uma baixa concentração de contaminante, não garante que os riscos biológicos            

não existam. 

No Brasil, dentre os químicos agrícolas utilizados, segundo Coutinho et al.           

(2005), destacamos as triazinas (atrazina, cianazina, propazina, simazina, terbutilazina,         

trietazinas), os aminoácidos fosfonados (glifosatos), as benzenaminas (fenilaminas,        

fenilenodiaminas, dinitroanilinas, pedimetalina), os organofosforados (fenitrotion), e os        

fenilpirazóis (fipronil) devido ao seu uso excessivo é um dos fatores que afetam o              

desenvolvimento, reprodução e sobrevivência de anfíbios. Destaca-se também que,         

segundo Spadotto et al. (2006), uma enorme quantia desses químicos agrícolas têm sido             

aplicados na mesma área de plantação potencializado estas características.  

Atualmente, os herbicidas empregados na agricultura apresentam um grande         

potencial de contaminação dos recursos hídricos em virtude de suas características,           

dentre as quais podemos citar: o alto potencial de deslocamento (lixiviação); a            

persistência no solo; a moderada solubilidade em água, com uma persistência variada            

dependendo das condições físicas e químicas deste meio; uma adsorção moderada à            

matéria orgânica presente no solo, com potencial de fixação aos solos e sedimentos,             

além do potencial de alcance do lençol freático (Moura et al., 2008). 

Estressores antropogênicos no ambiente como agroquímicos aumentam       

consideravelmente fatores que podem diminuir a resposta imune de anfíbios aos agentes            
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patogênicos, aumentando a prevalência de doenças nesses animais (Carey et al., 1999;            

Christin et al., 2013). Por exemplo, a exposição de anfíbios ao herbicida atrazina,             

mesmo em baixas concentrações, prejudica as defesas antivirais desses animais          

(Sifkarovski et al., 2014). Sabe-se que o uso excessivo de herbicidas tem sido destacado              

como um dos fatores responsáveis por afetar diretamente o desenvolvimento, a           

reprodução e a sobrevivência de populações de anfíbios no mundo (Blaustein e Johnson             

2003). A maior causa do declínio de anfíbios parece ser a perda de habitat, mas vários                

outros motivos têm sido propostos, dentre esses predadores, parasitas, doenças, radiação           

UV e pesticidas (Kiesecker et al., 2001). Patógenos têm implicado no declínio            

populacional de anfíbios (Fisher et al., 2009), sendo que estressores antropogênicos no            

ambiente aumentam fatores que podem diminuir a resposta imune de anfíbios a agentes             

patogênicos, e aumentam a prevalência de doenças nesses animais (Carey et al., 1999;             

Christin et al., 2013).  

Dentre os herbicidas utilizados no Brasil, neste trabalho focamos no Boral® 500            

SC e no Glifosato® por serem amplamente utilizados em lavouras nas regiões de             

planície e planalto do Rio Grande do Sul, onde são encontrados animais não-alvo desses              

xenobióticos. O herbicida sulfentrazone    

(2’,4’-dichloro-5-(4-difluoromethyl-4,5-dihydro-3-methyl-5-oxo-1H-1,2,4-triazol-1-yl) 

é utilizado em plantações (por exemplo, soja) e plantas ornamentais (USEPA, 2009),            

por esse ser um herbicida de amplo espectro controlando folhas largas e gramíneas             

(Vidal, 2002). A meia-vida do sulfentrazone em solo, de acordo com Hatzios (1998),             

varia de 110 a 280 dias, dependendo do tipo de solo e das condições ambientais. A rota                 

primária para a dissipação deste herbicida em solo é por degradação microbiana            

(Hatzios, 1998). Passos et al. (2013) relataram que solos com pouca argila e matéria              

orgânica aumentam a probabilidade de contaminação futura por sulfentrazone em          

lavouras. Há poucos estudos sobre os efeitos de sulfentrazone em espécies aquáticas            

não-alvo. A agência de proteção ao meio ambiente dos Estados Unidos, USEPA,            

registrou e realizou estudos do sulfentrazone que indicaram que plantas aquáticas           

vasculares não-alvo são bastante suscetíveis ao sulfentrazone, seguido por fitoplâncton,          

invertebrados aquáticos e peixes (USEPA, 2009) e Hayes (2006) relatou que herbicidas            
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como Boral® 500 SC, em estágios larvais de anfíbios pode levar a desregulação             

endócrina. 

O herbicida Glifosato® tem como princípio ativo o glifosato, que é utilizado            

principalmente, em plantações de café, cana-de-açúcar, algodão, arroz, milho e soja. O            

glifosato (isopropilamida de N (fosfometil) glicina) é um herbicida pertencente ao grupo            

químico das glicinas substituídas, classificado como não-seletivo e de ação sistêmica.           

Quanto à absorção, é absorvido basicamente pela região clorofilada das plantas (folhas e             

tecidos verdes) e transloucado, preferencialmente pelo floema, para os tecidos          

meristemáticos. Com relação à sua solubilidade em água, o glifosato é altamente            

solúvel, apresentando valor de 11.600ppm a 25ºC (Kollman e Segawa, 1995), não            

persistente no ambiente, sem potencial de bioacumulação e com potencial para adsorção            

no solo. O glifosato possui meia-vida entre 7 e 70 dias em água (Fernees e Sarcinelli               

2009; Giesy et al., 2000). As formulações comerciais do glifosato utilizam o surfactante             

polioxietilenoamino (POEA) para aumentar a eficácia dos ingredientes ativos e          

promotores de penetração na cutícula da planta (Brausch e Smith, 2007;           

Jiraungkoorskul et al., 2002). Contudo, é importante salientar que o surfactante POEA é             

mais tóxico que o próprio glifosato (Brausch et al., 2007; Giesy et al., 2000; Perkins et                

al., 2000). 

Por meio de testes ecotoxicológicos são fornecidas informações sobre o perigo           

potencial dos efeitos de uma substância tóxica aos organismos. Esses podem incluir            

tanto a letalidade, quanto efeitos subletais, tais como, alterações no desenvolvimento,           

crescimento, reprodução, mutagênese, teratogênese, carcinogênese, e desordens       

comportamentais e funcionais (Baudo, 1987). Os testes de toxicidade consistem          

basicamente na exposição (aguda ou crônica) de organismos a substâncias          

potencialmente tóxicas, visando à observação e a análise das respostas desses à            

substância testada. Bioensaios permitem as informações físico-químicas serem        

complementados com informações biológicas, a fim de determinar, entre outros          

aspectos, as consequências da exposição de organismos a ambientes poluídos (Ossana et            

al., 2013). Embora os herbicidas tenham sido projetados para atuarem em espécies de             

plantas, há evidências que esses químicos também estão ligados a diversas mudanças            
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em parâmetros bioquímicos e fisiológicos em comunidades de anfíbios (Ezemonye e           

Tongo, 2009).  

Os indivíduos pertencentes à família Ranidae apresentam distribuição natural         

cosmopolita, com exceção ao Sul da América do Sul e à maioria da Austrália. A maioria                

dos ranídeos são indivíduos de médio a grande porte (até 180mm3), e têm reprodução,              

normalmente, em lagos ou lagoas e os ovos são depositados em ninhos de espuma ou               

como filmes superficiais nos corpos de água. Os indivíduos dessa família têm            

metamorfose, normalmente, de vários meses (Vitt e Caldwell, 2009). Efeitos tóxicos           

dos metabólitos reativos dos xenobióticos parecem ser neutralizados com maior          

eficiência em anfíbios nos estágios mais avançados de desenvolvimento (Bucciarelli et           

al., 1999). 

A espécie Rana catesbeiana Shaw, 1802 tem o nome popular rã-touro, e é uma              

espécie de ranídeo originária da América do Norte, tendo sido introduzida no Brasil na              

década de 30, para cultivo comercial, em razão da grande demanda de sua carne na               

culinária e da utilização da pele em subprodutos, como o couro (Culley, 1981, Cunha e               

Delariva, 2009, Silva et al., 2016). É considerada uma das espécies invasoras com             

maior potencial impactante na diversidade natural no mundo. Estudos anteriores          

demonstraram que essa espécie é resistente a fatores de estresse externos e adapta-se às              

condições laboratoriais, além do potencial de ocupação de uma grande variedade de            

habitats. Dessa forma rãs-touro oferecem um valioso indicador à análise de saúde dos             

ecossistemas e tem sido utilizada como um modelo em testes toxicológicos (Rissoli et             

al., 2016, Rollins-Smith, 2017, Strong et al., 2017). Dentre os critérios de escolha de              

rã-touro como animal modelo ressalta-se sua fácil aquisição (disponível         

comercialmente), o tamanho corporal enquanto girino com a possibilidade de uso de um             

número reduzido de animais para obterem-se quantidades adequadas de diferentes          

tecidos, o que aumenta as possibilidades de análise (Costa et al., 2008; Dornelles e              

Oliveira, 2016, 2014). 
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Figura 1: Indivíduos na fase larval (A) e adulta da rã-touro (B), Rana catesbeiana.              

Créditos: Anike L. L. Wilkens e Márcio Borges Martins. 

 

Girinos apresentam várias vantagens como modelos de estudo, sendo usualmente          

fáceis de detectar e coletar no campo. Além disso, vivem em habitats delimitados,             

presentes em grande número e esses às vezes são a única evidência da ocorrência de               

espécies secretas ou espécies fora do período reprodutivo (Grosjean et al., 2015). Em             

relação às outras taxas de animais, estudos ecotoxicológicos em anfíbios são escassos,            

até mesmo em espécies de anfíbios que enfrentam ambientes poluídos e/ou declínio            

populacional (Lau et al., 2015).  

Carey et al. (2001) apontam que há lacunas nas informações sobre o            

espaço-temporal das concentrações de contaminantes que os anfíbios são expostos, das           

ações sinérgicas de vários químicos e das respostas fisiológicas de anfíbios à essa             

exposição. Estudos têm mostrado que herbicidas podem causar mudanças em parâmetro           

bioquímicos e funcionais em muitos anfíbios (Solomon et al., 2008, Van Der Kraak et              

al., 2014, Mesléard et al., 2016; Rissoli et al., 2016). Pesticidas em anfíbios em estágios               

larvais podem causar um incremento da mortalidade, inclusive em diferentes          

concentrações de glifosato (Relyea, 2005). Efeitos letais e subletais de herbicidas           

baseados em glifosato têm sido demonstrados em campo e laboratório quando os            

animais são expostos a concentrações da ordem de ppm (Howe et al., 2004, Comstock              

et al., 2007, Relyea e Jones, 2009). Em rãs (Lithobates sylvaticus), dados da expressão              

de genes (nível de RNAm) sugerem que herbicidas baseados em glifosato tem o             

potencial de alterar vias hormonais durante o desenvolvimento dos girinos (Lancôt et            

al., 2013). 
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Os radicais livres são átomos ou molécula com elétrons desemparelhados e existência            

independente, podendo ser cátions, ânions ou de carga neutra (Hermes-Lima, 2004). Os            

radicais livres estão presente em materiais biológicos e há teorias sobre estarem            

relacionados com processos mutagênicos (Simic, 1988, Akaike, 2001, Belló-Klein,         

2002, Edenharder e Grünhage, 2003, Kauppila e Stewart, 2015). 

Quando centrados no Oxigênio (O2) são gerados a partir de compostos            

endógenos que, ao metabolizar determinados compostos exógenos ao organismo         

também podem gerar outros radicais livres (Llesuy, 2002). O oxigênio é convertido em             

várias formas, as Espécies Reativas de Oxigênio (EROs), que incluem não só os radicais              

livres mas também moléculas derivas que não apresentam elétrons desemparelhados,          

como p. ex. os peróxidos. Várias enzimas removem estas espécies reativas, incluindo            

peroxidases, catalases e superóxido dismutases, mas o excesso de ERO’s pode           

apresentar efeitos como a peroxidação. A peroxidação é um fenômeno fisiológico,           

importante para várias funções celulares, mas quando ocorre de modo muito           

exacerbado, esta pode causar dano oxidativo, dano à proteínas e ao DNA (Barreiros e              

David, 2006).  

O desequilíbrio do status celular redox causado, muitas vezes pela exposição à            

contaminantes, pode conduzir ao estresse oxidativo, através da formação de Espécies           

Reativas ao Oxigênio (ERO’s), levando à inatividade enzimática, dano ao DNA,           

apoptose celular, mutagênese, carcinogênese entre outras alterações como diferentes         

patologias (Jones, 2006, Lushchak, 2011, Sies, 1993).  

O estresse oxidativo vem sendo reportado como atuante em uma parte           

importante da toxicidade de vários xenobióticos, inclusive os herbicidas que podem           

conduzir a alterações de DNA, lipídios, proteínas e carboidratos (Coltro, 2015,           

Dornelles e Oliveira, 2016, 2014, Yin et al., 2014, Zanette et al., 2015).  

Níveis ambientais de inseticida quinalpos podem causar dano oxidativo e perda           

da capacidade antioxidante em peixes (Cyprinus carpio). Isso pode reforçar o uso deste             

parâmetro, assim como aqueles ligados as defesas anti-oxidantes, como biomarcadores          

para avaliação da contaminação por pesticidas (Hemalatha et al., 2015). O aumento dos             

níveis de lipoperoxidação (LPO, da sigla em inglês Lipid Peroxide Levels) é um dos              

 
15 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hemalatha%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25899319


maiores contribuintes para a perda de função celular durante o estado de estresse             

oxidativo e tem sido empregado como um biomarcador para estresse oxidativo in vivo e              

in vitro em diferentes modelos experimentais (Hermes-Lima, 2004, Hermes-Lima et al.,           

1995, Nunes et al., 2015). Em embriões de zebrafish foi demonstrado que os químicos              

arsênico e atrazina são potencialmente teratogênicos e genotóxicos, podendo levar a           

estresse oxidativo, sendo esses efeitos potencializados pela interação tóxica entre os           

dois contaminantes (Adeyemi et al., 2015). 

Radicais livres produzidos constantemente durante os processos metabólicos        

estão relacionados com o desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa          

antioxidante, os quais limitam os níveis intracelulares e impedem a indução de danos no              

organismo. Os antioxidantes agem inibindo e reduzindo os radicais livres nas células            

(Liochev, 2013). Dentre as muitas enzimas antioxidantes que são importantes para           

neutralizar a produção de ERO’s podemos destacar a Superóxido Dismutase (SOD) que            

converte superóxido radical (O2) para H2O2, a Catalase (CAT) e a Glutationa peroxidase             

(GPx), que reduzem os peróxidos a água, sendo a CAT específica para peróxidos de              

hidrogênio e a GPx que atua tanto sobre peróxidos orgânicos quanto inorgânicos (Yin             

et al., 2014). Já os antioxidantes não enzimáticos incluem várias substâncias de baixo             

peso molecular de natureza lipofílica, como a vitamina E, o beta caroteno, os             

estrógenos; ou de antioxidantes de natureza hidrossolúvel, como a glutationa, o           

ascórbico e o ácido úrico que interrompem a propagação de reações auto-catalíticas            

causadas pelos radicais ou espécies reativas (Zanette et al., 2015).  

A exposição à xenobióticos pode ser associada ao incremento da expressão ou            

atividade de enzimas de biotransformação, como por exemplo, as Glutationas          

S-transferases. A biotransformação de componentes orgânicos pode ser em linhas gerais           

categorizada em duas fases principais: a epoxidação/hidroxilação dessas moléculas         

(reações de fase I) e a conjugação do xenobiótico com componentes endógenos como a              

glutationa (GSH) (reações de fase II). As enzimas da família das Glutationas            

S-transferases (GSTs) conjugam a GSH com componentes eletrofílicos e estão também,           

envolvidas com a proteção celular contra uma ampla gama de endobióticos,           

xenobióticos e subprodutos do metabolismo oxidativo (Boutet et al., 2004b). 
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Em anfíbios, os corticoides como o glicocorticoide Corticosterona agem 

de maneira sinérgica com os hormônios da tireoide na pró-metamorfose, conforme           

tabela de Gosner (1960), podendo assim ter um importante papel na regulação            

hormonal. Os corticoides estão relacionados ao metabolismo de carboidratos e proteínas           

em anfíbios nos estágios de larva e nos indivíduos adultos (Wright et al., 2003). Os               

hormônios corticosteroides (cortisol e corticosterona) agem no fígado, músculo e tecido           

adiposo para suprir o organismo com combustíveis para uma iminente situação de            

estresse entre eles o de atividade intensa. Este hormônio tem uma ação relativamente             

lenta, alterando o metabolismo, mudando os tipos e as quantidades de certas enzimas             

que são sintetizadas nas suas células-alvo (Nelson e Cox, 2014). Como há redução dos              

depósitos de proteínas em praticamente todas as células corporais, exceto no fígado,            

onde os níveis de proteínas hepáticas são aumentados, pode haver a redução do             

transporte de aminoácidos para os tecidos extra-hepáticos.  

O cortisol também parece exercer um efeito direto sobre o aumento da oxidação             

de ácidos graxos nas células; modulando também, o sistema imunológico atuando como            

agente anti-inflamatório e imunossupressor em anfíbios e mamíferos (Moyes e Schulte,           

2010). O deslocamento de corticosterona por herbicidas como atrazina e inseticidas           

como fenitrotiona, afetam a relação total livre de corticosterona, havendo um aumento            

dessa e consequentemente levando a um rompimento indireto na resposta normal ao            

estresse (Hernández et al., 2014). 

O fígado desempenha inúmeras funções, não obstante ele seja, igualmente, um           

órgão discreto com muitas de suas funções se relacionando reciprocamente, possuindo           

uma elevada taxa metabólica, sintetizando e processando múltiplas substâncias que são           

transportadas para outras áreas do corpo. Quase toda a síntese de lipídios a partir dos               

carboidratos e proteínas ocorre no fígado. Além disso, a detoxificação de diversas            

substâncias exógenas e endógenas como, por exemplo, diversos hormônios secretados          

pelas glândulas endócrinas que são quimicamente alterados ou excretados pelo fígado,           

incluindo a tiroxina, o cortisol, entre outros. A lesão hepática pode levar ao excesso de               

acúmulo de um ou mais hormônios, provocando uma hiperatividade dos sistemas           

hormonais, e assim, alterando o desenvolvimento, padrões de crescimento e          

reprodutivos (Guyton, 2006, Moyes e Schulte, 2010).  
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Já o tecido muscular é formado, principalmente, por proteínas e é o órgão             

responsável, pelo fornecimento da força contrátil para o movimento (Moyes e Schulte,            

2010). Hill et al. (2012) afirmam que, no músculo, o ATP é produzido por três               

mecanismos principais: pela transferência do fosfato de alta energia da creatina para o             

ADP; pela glicólise e pela fosforilação oxidativa. Sabendo que o estresse leva ao             

catabolismo de proteínas, como forma de suprir a elevada demanda energética da qual o              

corpo está necessitando (Sahib et al., 1984), sendo um tecido de baixa taxa metabólica.              

Considera-se que o supracitado modelo experimental tem hábito alimentar generalista e           

comportamento predatório voraz, analisar o músculo fornece informações sobre o          

armazenamento de nutrientes e ação em tecidos de baixa taxa metabólica (longo prazo).             

Um dos eventos mais importante durante uma das fases do ciclo de vida dos anfíbios, a                

metamorfose, é a absorção da cauda, visto que esta corresponde a uma grande parte do               

corpo dos girinos (Gonçalves, 2013). A análise de possíveis alterações provocadas ao            

tecido muscular de girinos de rã-touro a partir da exposição de herbicidas se justifica              

pelo papel crucial da cauda para os girinos (nutrição durante a metamorfose, locomoção             

e exploração ambiental), sendo que alterações neste tecido implicariam prejuízo no ciclo            

de vida e na sobrevivência destes animais, de uma forma geral (Dornelles e Oliveira,              

2016, 2014).  

Pesquisas com herbicidas em girinos de rã-touro mostraram que nas brânquias,           

fígado e músculo as reservas energéticas foram severamente depletadas depois de           

expostos à três diferentes herbicidas Facet® (princípio ativo quinclorac), Roundoup®          

(princípio ativo glifosato) e Primoleo® (princípio ativo atrazina), além de conduzirem a            

um incremento da lipoperoxidação (Dornelles e Oliveira, 2016, 2014). Em girinos,           

concentrações subletais de glifosato alteraram drasticamente as respostas anti-predação         

desses animais, com potencial consequência negativa para a população (Moore et al,            

2015). A toxicidade do glifosato em anfíbios tem sido o principal foco de pesquisas              

recentes que sugerem que há um sensível aumento desta, quando comparadas com            

outros vertebrados, devido à sua história de vida e dependência de ambos ambientes,             

terrestre e aquático (Annett et al., 2014). Coltro (2015) demonstrou que concentrações            

extremamente baixas do herbicida Facet® (quinclorac) causou alteração em diversos          

parâmetros nutricionais como, por exemplo, crescimento com diminuição da taxa de           
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ganho de massa e comprimento corporal, índice K e Khepático. Estes fatores nutricionais             

ou de condição traduzem a relação entre a massa total do animal e seu comprimento (K)                

e a massa de um órgão, no caso, o fígado e intestino, em relação também ao                

comprimento do animal (Khepático e Kintestinal), além do índice hepatossomático, podendo           

refletir o balanço energético dos animais (Nunes et al., 2015, 2011). 

O grande potencial agroindustrial do Rio Grande do Sul, com cultivo de diversas             

frutas, além de extensas áreas de plantação de grãos como soja e arroz, cria a               

necessidade de ampliar o número de marcadores bioquímicos e funcionais frente ao uso             

de tóxicos como Boral® SC 500 e Glifosato®, amplamente utilizados nas lavouras.  

O objetivo do presente estudo foi verificar o efeito da mistura dos herbicidas             

Boral® 500 SC e Glifosato® sobre os níveis de proteínas, glicose, triglicerídeos, ácido             

úrico e corticosterona plasmáticos; o balanço oxidativo do fígado e do músculo caudal;             

e sobre parâmetros de condição nutricional em girinos de rã-touro (Rana catesbeiana). 

2. Desenho Experimental 

Para o desenvolvimento deste estudo foram adquiridos 80 girinos da espécie Rana            

catesbeiana Shaw, 1802, provenientes do ranário Ranasul (Imbé, RS, Brasil,          

29°56'57.5"S, 50°07'52.0"W). Todos os girinos com cerca de 3 meses de vida, em             

estágio pró-metamórfico e com ausência de membros, como já padronizado por nosso            

laboratório (Coltro et al., 2017, Dornelles e Oliveira, 2016, 2014). Sendo uma espécie             

exótica de fácil manipulação e adaptação às condições laboratoriais de acordo com            

Stebbins e Cohen (1995), o estudo com girinos de Rana castesbeiana Shaw, 1802             

torna-se de mais fácil exequibilidade. Uma vez que houve manipulação e sacrifício dos             

girinos o projeto foi submetido à análise do Comitê de Ética no Uso de Animais da                

Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (CEUA: número 15/00471). 

Os animais foram transportados em sacos plásticos aerados até o Laboratório de            

Fisiologia Comparada, na Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul           

(PUCRS), onde houve a medição, pesagem, sendo estes fotografados individualmente.  

O protocolo empregado neste estudo foi padronizado por Dornelles (2013) e           

posteriormente publicado em 2014 por Dornelles e Oliveira; onde os animais foram            

colocados em cubas de 5 litros para aclimatação com água decolada, aeração constante,             
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pH de 7,4, temperatura média de 23±1ºC, fotoperíodo controlado (12:12h de claro e             

escuro) e alimentados com a mesma ração proteica (38% de proteína) utilizada no             

ranário. Os parâmetros de qualidade da água (temperatura, concentração de íons,           

oxigênio dissolvido e nitrogênio) dos aquários foram monitorados em 2 momentos,           

sendo eles às 09 e 17 horas no primeiro, no quarto e sétimo dia, tanto no período de                  

aclimatação como de exposição aos agroquímicos, com o uso de aparelho           

multiparâmetros (SANXIN Modelo SX751).  

Cabe ressaltar que nos três primeiros dias de aclimatação observamos a morte de             

20 animais (mortalidade=25%). Os aquários foram inspecionados duas vezes ao dia,           

sendo retirados os animais mortos e, trocada 2/3 da água do aquário onde foram              

constatados óbitos; após este período (3 dias) não observamos mais mortalidade entre os             

animais.  

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais,         

contendo 16 animais em cada grupo, sendo 6 aquários para cada grupo e 2-3 animais em                

cada aquário. Após o período de aclimatação (7 dias) seis girinos do grupo Controle 7               

(C7) tiveram amostras de sangue coletadas por punção cardíaca, com seringa           

heparinizada, sendo atordoados em banho de gelo e, então eutanasiados por decapitação.            

Após estes foram pesados, medidos e retirado o intestino, o fígado e parte do músculo               

caudal, sendo os tecidos imediatamente congelados em nitrogênio líquido para a           

determinação dos parâmetros bioquímicos e de nutrição. Os mesmos procedimentos          

foram empregados após o término do período de exposição nos animais dos grupos             

controle 14 (C14) dias e expostos aos herbicidas (Boral® 500 SC e Glifosato®). 

Após comparação, por teste T de Student para amostras independentes, entre os            

resultados obtidos para os animais do grupo controle sete dias (C7) e controle quatorze              

dias (C14) verificamos que para a maioria dos parâmetros analisados não existiu            

diferença entre o grupo controle 7 dias (C7- aclimatação) e o grupo controle 14 dias               

(C14- período total de cultivo), ambos mantidos nas mesmas condições de cultivo            

(Tabela 1). Salientamos que para os níveis de glicose plasmática encontramos uma            

variação significativa, onde observamos um aumento de 2,917 vezes de seus níveis            

totais no grupo C14 (14,181mg/dL) em relação ao grupo C7 (4,862mg/dL). Da mesma             

forma, para os níveis de atividade da Superóxido Dismutase (SOD), onde observamos            
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um aumento de 2,438 vezes de seus níveis no grupo C14 (1,241U/mg proteína) em              

relação ao grupo C7 (0,509U/mg proteína); da Catalase (CAT) onde observamos um            

aumento de 1,679 vezes de seus níveis no grupo C14 (5,589 pmoles/mg proteína.min) em              

relação ao grupo C7 (3,328pmoles/mg proteína.min) e da Glutationa S-Transferase          

(GST) onde observamos um aumento de 1,793 vezes de seus níveis no grupo C14              

(7,088pmoles/mg proteína.min) em relação ao grupo C7 (3,951pmoles/mg        

proteína.min), conforme Tabela 1. Ao compararmos os valores da massa corporal           

obtidos para os animais observamos que em relação à massa corporal inicial (animais ao              

chegarem ao laboratório), o grupo C7 perdeu 30% de massa.  

Tais diferenças podem indicar que durante o período de aclimatação os girinos            

apresentaram um grau de estresse, possivelmente em virtude da adaptação as condições            

de cultivo. Cabe ressaltar que para elaboração do artigo (Capítulo 1) foram usados como              

controle os animais do grupo C14, pois estes animais tem o mesmo tempo de vida que os                 

animais expostos; o que aliado ao perfil de resposta, descrito acima, reforça tal escolha.  
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Tabela 1: Resultados obtidos para os diferentes parâmetros analisados no plasma e nos             

tecidos hepático e muscular de animais do Grupo Controle 7 dias (C7) e Controle 14               

dias (C14). Marcados com negrito e asterisco (*) indicam diferenças significativas entre            

os grupos C7 e C14, para um p<0,05, através de teste T de Student para amostras                

independentes. 

 C7 C14 
Fatores de condição nutricional 

Índice K 5,998±0,37 g/mm 6,743 ± 0,51 g/mm 
Fator Khepático 0,196±0,02 g/mm 0,297 ± 0,05 g/mm 
Fator Kintestinal 0,935±0,25 g/mm 0,874 ± 0,1 g/mm 

IHS 3,35 ± 0,42 % 4,555 ± 0,75 % 
Plasma 

Triglicerídeo (TGL) 42,179±5,67 mg/dL 39,34 ± 2,36 mg/dL 
Lipoproteína de 
densidade muito 
baixa (VLDL) 

14,9601±6,58 mg/dL 7,7996 ± 0,41 mg/dL 

Proteínas Totais 1414,576±621,66 mg/dL 2272,401 ± 799,14 mg/dL 
Ácido Úrico 0,267±0,03 mg/dL 0,293 ± 0,01 mg/dL 

Glicose* 4,862±0,68 mg/dL 14,181 ± 3,15 mg/dL 
Corticosterona 51,04±14,69 pg/mL 68,073 ± 16,92 pg/mL 

Fígado 
Superóxido 

Dismutase (SOD)* 
0,509 ± 0,03 U/mg 

proteína 
1,241 ± 0,08 U/mg proteína 

Catalase (CAT)* 3,328 ± 0,55 pmoles/mg 
proteína,min 

5,589 ± 0,71 pmoles/mg 
proteína,min 

Glutaiona 
S-Transferase 

(GST)* 

3,951 ± 1,05 mm3oles/mg 
proteína,min 

7,088±0,63 mm3oles/mg 
proteína,min 

Lipoperoxidação 
(LPO) 

3,274 ± 0,56 µmoles/mg 
proteína 

4,145 ± 0,43 µmoles/mg 
proteína 

Músculo 
Superóxido 

Dismutase (SOD) 
6,175 ± 1,4 U/mg proteína 8,181 ± 1,38 U/mg proteína 

Catalase (CAT) 4,955 ± 1,84 pmoles/mg 
proteína,min 

4,52 ± 0,78 pmoles/mg 
proteína,min 

Glutaiona 
S-Transferase (GST) 

4,228 ± 1,3 mm3oles/mg 
proteína,min 

3,037 ± 0,22 mm3oles/mg 
proteína,min 

Lipoperoxidação 
(LPO) 

18,075 ± 6,32 µmoles/mg 
proteína 

13,478 ± 2,89 µmoles/mg 
proteína 
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Os 60 girinos que restaram vivos, após os sete dias de aclimatação, foram             

distribuídos e organizados em 4 grupos experimentais: Controle 14 dias (C14); exposto            

ao sulfentrazone; ao glifosato e, ao sulfentrazone mais glifosato, conforme explicitado           

no Quadro 1. Neste estudo foi utilizada a formulação comercial Boral® 500 SC (com              

sulfentrazone como princípio ativo em uma proporção de 500g/Kg, Basf) na           

concentração de 130µg por litro de água do aquário; a formulação comercial de             

Glifosato® (com glifosato como princípio ativo, em uma proporção de 360 g/L), na             

concentração de 234µg por litro de água dos aquários; sendo o herbicida adicionado aos              

aquários no oitavo dia após o início da aclimatação. Os agroquímicos foram dissolvidos             

em água destilada para formulação de uma solução mãe da qual retiraremos alíquotas             

que foram misturadas a água do aquário e, assim obtermos as concentrações já             

especificadas. 

As concentrações escolhidas foram baseadas em valores mínimos e máximos          

encontrados na água em ambiente natural para o glifosato, como citados por Dornelles e              

Oliveira (2014), como permitidas na água considerada potável para o sulfentrazone. Os            

herbicidas já constam no Laboratório de Fisiologia da Conservação tendo sido           

comprados de acordo com a legislação para outros trabalhos já realizados no laboratório             

com seu manuseio já definido e aprovado. Ressaltamos que o SESMT (Setor de             

Segurança e Medicina do Trabalho da PUCRS) forneceu os EPI’s e foi responsável pelo              

recolhimento dos resíduos químicos. 
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Quadro 1. Organização do número de animais em aquários, tempo de experimento e 

relação de agroquímicos para cada grupo. 

Aquário 

Número de 
Animais 

   (inicial) 

Número de 
Animais 

(final) 

Tempo de 
aclimatação 

(dias) 

Tempo de 
exposição 

(dias) 

Grupo C14 
(Controle 14 dias)  

12 9 
           14  - 

Grupo B: Boral® 500SC 

(Sulfentrazone) 

13 12 
7 7  

Grupo G: Glifosato® 

(Glifosato) 

13 12 
7  7  

Grupo BG: Boral® 500SC + 
Glifosato® 

(Sulfentrazone + Glifosato) 

16 16 

7  7  

Número Total de Animais 60 55 - - 

Obs.: foi observada uma mortalidade de 8,3% (4 animais), sendo 3 girinos do grupo              

C14 e 1 do grupo B e 1 do grupo G. 

Assim, na presente dissertação de mestrado optou-se por apresentar os resultados 

em forma de artigo (Capítulo 1), denominado: “Efeito dos herbicidas Boral® 500 SC e              

Glifosato® isolados e em mistura sobre marcadores do metabolismo, do balanço           

oxidativo, e de parâmetros nutricionais de girinos de Rana catesbeiana Shaw 1802”, o             

qual será traduzido e encaminhado à revista Toxicology para uma possível publicação.  

Uma conclusão geral que elucida acerca de todo o projeto realizado, com            

considerações envolvendo os resultados obtidos e o Anexo I que apresenta as normas de              

padrão de elaboração do artigo para a submissão à revista escolhida são apresentados no              

Capítulo 2. 
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Capítulo 1 

 

Artigo Científico: “Efeito dos herbicidas Boral® 500 SC e Glifosato® isolados e em             

mistura sobre marcadores do metabolismo, do balanço oxidativo, e de parâmetros           

nutricionais de girinos de Rana catesbeiana Shaw 1802” com os seguintes destaques            

(highlights): 

➢ Incremento do Kintestinal e dos TGL circulantes sugerem aumento da atividade           

alimentar  

➢ Diminuição da corticosterona em girinos expostos ao glifosato e a mistura dos            

herbicidas pode comprometer a capacidade de resposta a situações de estresse 

➢ Ácido úrico parece ser induzido em resposta ao estresse oxidativo, como           

resposta adaptativa do sistema antioxidante 

➢ GST parece ser o principal componente antioxidante enzimático mobilizado 

➢ Não observamos incremento da lipoperoxidação o que mostra modulação         

eficiente do sistema antioxidante 

➢ A mistura de herbicidas apresenta um potencial mais lesivo aos girinos. 
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Resumo 

Dentre os agroquímicos mais utilizados mundialmente, inclusive no Brasil, estão os           

herbicidas. Seu amplo uso é um dos fatores que afetam o desenvolvimento, reprodução             

e sobrevivência dos anfíbios. Contudo, seus efeitos tóxicos em animais não foram ainda             

suficientemente estudados. Dessa forma, neste trabalho objetivamos estudar o efeito          

isolado e em mistura dos herbicidas Boral® 500 SC e Glifosato® sobre os níveis de               

proteínas totais, ácido úrico, triglicerídeos, VLDL, glicose e corticosterona no plasma; o            

balanço oxidativo no fígado e músculo; e sobre parâmetros de condição nutricional em             

girinos de rã-touro (Rana catesbeiana). Para tanto, utilizamos sessenta girinos em           

estágio de pró-metamórfico (ausência de membros), adquiridos em ranário. Estes foram           

pesados, medidos e distribuídos em aquários sob condições controladas de temperatura           

(23±2ºC), fotoperíodo (12h luz:12h escuro), aeração constante, alimentados uma vez ao           

dia com ração comercial durante quatorze dias. Os animais foram divididos em cinco             

grupos experimentais: Controle 14 dias (C14), animais não expostos, e o restante foi             

dividido em três grupos sendo expostos a uma concentração de Boral® 500 SC             

(sulfentrazone: 130µg/L), uma de Glifosato® (glifosato: 234µg/L) e uma mistura de           

Boral® 500 SC e Glifosato®, nas mesmas concentrações antes especificadas. Depois           

deste período os girinos tiveram amostras de sangue coletadas por punção cardíaca. Os             

animais foram pesados, medidos e foi removido o fígado, o intestino (somente para             

determinar os parâmetros de condição nutricional), e parte do músculo caudal. Os            

tecidos foram imediatamente congelados em nitrogênio líquido para determinação da          

atividade das enzimas antioxidantes Catalase (CAT), Glutationa S-transferase (GST),         

Superóxido Dismutase (SOD), e dos níveis de Lipoperoxidação (LPO). Nós verificamos           

que a mortalidade foi de 8,3%, o que demonstra que as concentrações escolhidas dos              

herbicidas foram subletais, e o sistema de cultivo foi adequado à manutenção dos             

animais. A partir do teste de Kolmogorov-Smirnov detectamos uma distribuição não           

paramétrica para todos os parâmetros analizados sendo então, utilizado o Teste           

Kruskal-Wallis com complementar de Student-Newman-Keuls para detectar as        

diferenças entre os grupos, para um p<0,05. Nós verificamos que a houve taxa de              

sobrevivência de 91,7%, o que demonstra que as concentrações escolhidas dos           

herbicidas foram subletais; evidenciando assim, que o sistema de cultivo se mostrou            
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adequado à manutenção dos animais. Mesmo em baixas concentrações, semelhantes          

àquelas encontradas em ambiente natural, estes herbicidas induziram alterações nos          

parâmetros analisados, principalmente no fator de condição específico (Kintestinal); nos          

níveis de triglicérides, de ácido úrico e de corticosterona plasmáticos; e na atividade das              

enzimas antioxidantes SOD, CAT e primordialmente a GST modulando os níveis de            

peroxidação lipídica no fígado e músculo caudal. Estas alterações parecem estar ligadas            

a um incremento da demanda energética na tentativa de manter a homeostase e garantir              

a sobrevivência dos animais; diminuindo assim, a energia disponível para o crescimento            

e a metamorfose o que pode comprometer o ciclo de vida adulto. Podemos sugerir que a                

mistura de sulfentrazone e glifosato parece ser mais lesiva aos animais, principalmente            

pela manutenção e diminuição drástica dos níveis de atividade da Glutationa           

S-transferase no fígado e no músculo caudal, respectivamente. 

Palavras chave: Rã-touro. Antioxidantes. Lipoperoxidação. Toxicologia. Mistura de        

herbicidas. 
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1. Introdução 

Atualmente, os herbicidas empregados na agricultura apresentam um grande         

potencial de contaminação dos recursos hídricos em virtude de suas características,           

dentre as quais podemos citar: o alto potencial de deslocamento (lixiviação); a            

persistência no solo; a moderada solubilidade em água, com uma persistência variada            

dependendo das condições físicas e químicas deste meio; uma adsorção moderada à            

matéria orgânica presente no solo, com potencial de fixação aos solos e sedimentos,             

além do potencial de alcance do lençol freático (Moura et al., 2008).  

A maior causa do declínio de anfíbios parece ser a perda de habitat, mas vários               

outros motivos têm sido propostos, dentre esses: predadores, parasitas, doenças,          

radiação UV e pesticidas (Kiesecker et al., 2001). Sabe-se que o uso excessivo de              

herbicidas tem sido destacado como um dos fatores responsáveis por afetar diretamente            

o desenvolvimento, a reprodução e a sobrevivência de populações de anfíbios no mundo             

(Blaustein e Johnson, 2003). Dentre os herbicidas utilizados no Brasil, neste trabalho            

focamos no Boral® 500 SC e no Glifosato® por serem amplamente utilizados em             

lavouras nas regiões de planície e planalto do Rio Grande do Sul, onde são encontrados               

animais não-alvo desses xenobióticos.  

O herbicida sulfentrazone   

(2’,4’-dichloro-5-(4-difluoromethyl-4,5-dihydro-3-methyl-5-oxo-1H-1,2,4-triazol-1-yl) 

é utilizado em plantações (por exemplo, soja) e plantas ornamentais (USEPA, 2009),            

por esse ser um herbicida de amplo espectro controlando folhas largas e gramíneas             

(Vidal, 2002). A meia-vida do sulfentrazone em solo, de acordo com Hatzios (1998),             

varia de 110 a 280 dias, dependendo do tipo de solo e das condições ambientais. A rota                 

primária para a dissipação deste herbicida em solo é por degradação microbiana            

(Hatzios, 1998). Passos et al. (2013) relataram que solos com pouca argila e matéria              

orgânica aumentam a probabilidade de contaminação futura por sulfentrazone em         

lavouras. Há poucos estudos sobre os efeitos de sulfentrazone em espécies aquáticas            

não-alvo. A agência de proteção ao meio ambiente dos Estados Unidos, USEPA,            

registrou e realizou estudos do sulfentrazone que indicaram que plantas aquáticas           

vasculares não-alvo são bastante suscetíveis ao sulfentrazone, seguido por fitoplâncton,          

invertebrados aquáticos e peixes (USEPA, 2009) e Hayes (2006) relatou que herbicidas            
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como o Boral® 500 SC, em estágios larvais de anfíbios podem levar a desregulação              

endócrina. 

Já o herbicida Glifosato® tem como princípio ativo o glifosato, que é utilizado             

principalmente, em plantações de café, cana-de-açúcar, algodão, arroz, milho e soja. O            

glifosato (isopropilamida de N (fosfometil) glicina) é um herbicida pertencente ao grupo            

químico das glicinas substituídas, classificado como não-seletivo e de ação sistêmica.           

Quanto à absorção, é absorvido basicamente pela região clorofilada das plantas (folhas e             

tecidos verdes) e transloucado, preferencialmente pelo floema, para os tecidos          

meristemáticos. Com relação à sua solubilidade em água, o glifosato é altamente            

solúvel, apresentando valor de 11.600ppm a 25ºC (Kollman e Segawa, 1995), não            

persistente no ambiente, sem potencial de bioacumulação e com potencial para adsorção            

no solo. O glifosato possui meia-vida entre 7 e 70 dias em água (Fernees e Sarcinelli               

2009; Giesy et al., 2000). As formulações comerciais do glifosato utilizam o surfactante             

polioxietilenoamino (POEA) para aumentar a eficácia dos ingredientes ativos e          

promotores de penetração na cutícula da planta (Brausch e Smith, 2007;           

Jiraungkoorskul et al., 2002). Contudo, é importante salientar que o surfactante POEA é             

mais tóxico que o próprio glifosato (Brausch et al., 2007; Giesy et al., 2000; Perkins,               

2000). 

Carey et al. (2001) apontam que há lacunas nas informações sobre o            

espaço-temporal das concentrações de contaminantes que os anfíbios são expostos, das           

ações sinérgicas de vários químicos e das respostas fisiológicas de anfíbios à essa             

exposição. Estudos têm mostrado que herbicidas podem causar mudanças em parâmetro           

bioquímicos e funcionais em muitos anfíbios (Solomon et al., 2008; Van Der Kraak et              

al., 2014; Mesléard et al., 2016; Rissoli et al., 2016). Pesticidas em anfíbios em estágios               

larvais podem causar um incremento da mortalidade, inclusive em diferentes          

concentrações de glifosato (Relyea, 2005).  

Efeitos letais e subletais de herbicidas baseados em glifosato têm sido demonstrados            

em campo e laboratório quando os animais são expostos a concentrações da ordem de              

ppm (Howe et al., 2004, Comstock et al., 2007, Relyea e Jones, 2009). Em sapos               

(Lithobates sylvaticus), dados da expressão de genes (nível de RNAm) sugerem que            

herbicidas baseados em glifosato tem o potencial de alterar vias hormonais durante o             
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desenvolvimento dos girinos (Lancôt et al., 2013). Em girinos, concentrações subletais           

de glifosato alteraram drasticamente as respostas anti-predação desses animais, com          

potencial consequência negativa para a população (Moore et al., 2015). A toxicidade do             

glifosato em anfíbios tem sido o principal foco de pesquisas recentes que sugerem que              

há um sensível aumento dessa, quando comparadas com outros vertebrados, devido à            

sua história de vida e dependência de ambos ambientes, terrestre e aquático (Annett et              

al., 2014).  

O estresse oxidativo vem sendo reportado como atuante em uma parte importante da             

toxicidade de vários xenobióticos, inclusive os herbicidas que podem conduzir a           

alterações de DNA, lipídios, proteínas e carboidratos (Yin et al., 2014; Dornelles e             

Oliveira, 2014; Zanette et al., 2015). Níveis ambientais de inseticida quinalpos podem            

causar dano oxidativo e perda da capacidade antioxidante em peixes (Cyprinus carpio).            

Isso pode reforçar o uso deste parâmetro, assim como aqueles ligados as defesas             

anti-oxidantes, como biomarcadores para avaliação da contaminação por pesticidas         

(Hemalatha et al., 2015).  

O aumento dos níveis de lipoperoxidação (LPO) é uma das maiores contribuições             

da perda de função celular durante o estado de estresse oxidativo e tem sido empregado               

como um biomarcador para estresse oxidativo in vivo e in vitro em diferentes modelos              

experimentais (Hermes-Lima et al., 1995; Hermes-Lima, 2004; Nunes et al., 2015). Em            

embriões de zebrafish foi demonstrado que os químicos arsênico e atrazina são            

potencialmente teratogênicos e genotóxicos, podendo levar a estresse oxidativo, sendo          

esses efeitos potencializados pela interação tóxica entre os dois contaminantes          

(Adeyemi et al., 2015). 

Dornelles e Oliveira (2014) mostraram que nas brânquias, fígado e músculo de             

girinos de rã-touro as reservas energéticas foram severamente depletadas depois de           

expostos à três diferentes herbicidas Facet® (princípio ativo quinclorac), Roundoup®          

(princípio ativo glifosato) e Primoleo® (princípio ativo atrazina), além de conduzirem a            

um incremento da lipoperoxidação. A glicose ocupa uma posição central no           

metabolismo dos animais. Quando a demanda de energia aumenta, a glicose é liberada e              

utilizada para produzir ATP (Nelson e Cox, 2014). Hormônios como a CORT possuem             
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papéis metabólicos na regulação da glicose (Wright et al., 2003). Segundo Van der Oost              

et al. (2003) a glicose estaria possivelmente envolvida com a sensibilidade a poluentes. 

O grande potencial agroindustrial do Rio Grande do Sul, com cultivo de diversas              

frutas, além de extensas áreas de plantação de grãos como soja e arroz, cria a               

necessidade de ampliar o número de marcadores bioquímicos e funcionais frente ao uso             

de tóxicos como Boral® SC 500 e Glifosato®, amplamente utilizados nas lavouras. O             

objetivo do presente estudo foi verificar o efeito da mistura dos herbicidas Boral® 500              

SC e Glifosato® sobre a composição bioquímica e o balanço oxidativo no fígado e no               

músculo caudal; os níveis de proteínas, glicose, triglicerídeos, ácido úrico e           

corticosterona plasmáticos e parâmetros de condição nutricional em girinos de rã-touro           

(Rana catesbeiana). 

2. Material e Métodos 

2.1. Manutenção dos animais 

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados 60 girinos da espécie Rana             

catesbeiana (Shaw, 1802), provenientes do ranário Ranasul (Imbé, RS, Brasil,          

29°56'57.5"S, 50°07'52.0"W). Todos os girinos tinham cerca de 3 meses de vida, no             

estágio pró-metamórfico, com ausência de membros (Coltro, 2015). Os animais foram           

transportados em saco plástico aerado até o Laboratório de Fisiologia Comparada, na            

Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS), onde houve a            

medição e a pesagem dos indivíduos. Todos os procedimentos seguiram o Guia do             

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal - CONCEA (2015) e os            

experimentos foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética da Universidade          

(Protocolos nº 15/00471 e CEUA/PUCRS), que segue as leis reguladoras brasileiras. 

Durante o período experimental sessenta girinos foram colocados em cubas de 5             

litros para aclimatação com água decolarada, aeração constante, temperatura de 23±1ºC,           

fotoperíodo controlado (12h claro:12h escuro), alimentados com ração comercial (com          

38% de proteínas) em quantia de 3% da massa corporal total em cada cuba. Neste               

estudo utilizamos uma densidade de 0,5 indivíduos por litro de água do aquário ou um               

animal para cerca de 2 litros de água. 
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Os parâmetros de qualidade da água foram monitorados duas vezes ao dia, a cada               

três dias, durante todo o período experimental de 14 dias. Os parâmetros foram os níveis               

de amônia, o pH, o potencial de oxirredução, a condutividade e os níveis de oxigênio               

dissolvido na água (SANXIN Modelo SX751).  

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais, contendo:           

12 animais no controle (C14); 13 animais no Boral® 550 SC (B); 13 animais no               

Glifosato® (G) e 16 animais no Boral® 550 SC mais Glifostato® (BG), sendo 2 a 3                

animais em cada aquário. O período de aclimatação foi de 7 dias para todos os grupos                

experimentais e, no oitavo dia após o início do cultivo, os herbicidas foram adicionados              

aos grupos B, G e BG.  

Os herbicidas usados neste estudo foram formulações comerciais de sulfentrazone           

(Boral® 500 SC, 500g de sulfentrazone/Kg, BASF) e glifosato (Glifosato®, 480 g de             

glifosato/L, Biocarb); nas concentrações de 130µg/L de Boral® 500 SC no grupo B, de              

234µg/L de Glifosato® no grupo G e, de 130µg/L de Boral® mais 234µg/L de Glifosato®               

no grupo BG. Foram preparadas uma solução mãe de cada herbicida (50mg/L de Boral              

e 48 mg/L de glifosato), através da dissolução destes em água destilada, sendo             

adicionada uma alíquota destes a cada uma das cubas para obtermos a concentração             

desejada. A exposição crônica aos herbicidas foi realizada em um sistema estático por 7              

dias (168 h). As concentrações escolhidas foram baseadas em valores encontrados na            

água considerada potável para o consumo humano, para o sulfentrazone (USEPA, 2003)            

e para o glifosato dentro da faixa de concentração encontrada em ambiente natural             

(Marchezan et al., 2007; Silva et al., 2009).  

2.2. Coleta para determinações bioquímicas 

Após o período experimental foram coletadas amostras de sangue por punção            

cardíaca, com seringa heparinizada. Os girinos foram atordoados em banho de gelo,            

pesados, medidos, sendo então eutanasiados por decapitação. Foram removidos o          

fígado, o intestino (somente para determinar os parâmetros de condição nutricional), e o             

músculo caudal. Os tecidos foram imediatamente congelados em nitrogênio líquido.  
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2.3 Determinação dos Fatores de Condição Nutricional 

Os cálculos do fator de condição nutricional para os indivíduos (K) seguiu o             

fator de Condição de Fulton que é obtido pela equação K=W/Lb (onde b=3), assumindo              

que a relação da massa com o comprimento corporal segue uma relação isométrica. Nós              

assumimos que este fator é válido visto que R. catesbeiana exibe um crescimento em              

massa e comprimento proporcional nesta fase que antecede o ingresso na metamorfose.            

Para os órgãos os fatores de condição específicos (Kfígado e Kintestino) e o índice              

hepatossomático (IHS), foram feitos seguindo Somarakis et al. (2004) e Nunes et al.             

(2011), sendo: 

K= (peso total/comprimento total3). 1000 

Kfígado= (peso do fígado/comprimento total3). 1000 

Kintestinal= (peso do intestino/comprimento total3). 1000 

ISH(%)= (peso do fígado/peso total).100 

2.4 Marcadores Metabólicos 

As determinações experimentais no plasma dos espécimes foram feitas em          

duplicata, através de métodos espectrofotométricos sendo estes expressos em mg do           

metabólito. dL de plasma-1. Os triglicerídeos foram quantificados através de kit           

comercial de triglicérides da Biotécnica (Triglicérides – Ref. 10.010.00), onde a           

lipoproteína lipase promove a hidrólise dos triglicerídeos liberando glicerol que é           

convertido, pela ação da glicerolquinase em glicerol-3-fosfato.Este é oxidado a          

dihidrooxiacetona e peróxido de hidrogênio na presença da glicerolfosfato oxidase.          

Após, ocorre uma reação de acoplamento entre o peróxido de hidrogênio,           

4-aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela peroxidase, produzindo uma        

quinoneimina que tem máximo de absorção em 505nm. A intensidade de cor vermelha             

formada é diretamente proporcional à concentração dos triglicerídeos da amostra. Já o            

VLDL foi quantificado por uma relação matemática a partir dos resultados obtidos para             

os triglicerídeos. Os níveis de proteínas totais foram determinados utilizando-se Kit           

Biotécnica (Proteína Total – Ref. 10.009.00), tendo como princípio a reação de íons             

cobre (Cu+2) com as ligações peptídicas das proteínas séricas, em um meio de reação              

alcalino (Reagente de Biureto), formando um líquido de coloração púrpura, com           
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absorbância máxima em 545nm. Os níveis de ácido úrico foram quantificados com            

auxílio de kit comercial de Ácido Úrico-PP da Biotécnica (Ref. 10.001.00), que tem por              

princípio a oxidação do ácido úrico pela uricase (UOD) em alantoína, CO2 e H2O2; a               

intensidade da cor vermelha formada é diretamente proporcional à quantidade de ácido            

úrico na amostra. Os níveis de glicose foram quantificados através do método da glicose              

oxidase com emprego do Kit Biotécnica (Glicose – Ref. 10.008.00), onde a glicose             

oxidase catalisa a reação da glicose formando peróxido de hidrogênio que reage com o              

4-aminoantipirina a fenol, sobação de uma peroxidase, através de uma reação oxidativa            

de acoplamento formando uma antipirilquinona vermelha. A intensidade de coloração          

formada é proporcional à concentração de glicose na amostra, com absorbância a            

500nm. 

Os níveis de corticosterona foram quantificados através do método de          

enzima-imuno-ensaio (ELISA) com emprego do kit da Enzo Life Science          

(ADI-900-097), com limite de detecção de 4 pg/mL e extensão de ensaio de             

160–100.000 pg/mL, sendo detectados em 405nm de absorbância, tal kit pode ser            

utilizado para a quantificação de corticosterona no plasma de diferentes espécies de            

vertebrados, desde peixes até aves conforme material do fabricante. O uso do kit foi              

padronizado em nosso laboratório em plasma de girinos de rã-touro (Coltro, 2015). Os             

resultados foram expressos em pg/mL de plasma após logaritimização dos resultados a            

partir de uma curva padrão estabelecida com concentrações conhecidas do hormônio (de            

160pg/mL até 100.000pg/mL).  

O coeficiente de variação intra-ensaio foi de 3,9%, sendo este calculado entre as             

duplicatas obtidas com o ensaio padrão e parte das amostras (21 amostras). Todo o              

mensuramento hormonal foi realizado no mesmo dia e com o mesmo kit de ensaio. 

2.5.Marcadores do Balanço Oxidativo 

 O fígado e músculo foram excisados e pesados; para cada grama de tecido foi              

acrescido de 6 ml de uma solução contendo tampão fosfato (20mm3) acrescido de             

cloreto de potássio (20mm3) e fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na concentração             

de 1mm3 (inibidor de proteases). O tecido foi homogeneizado em Ultra-Turrax           

(IKA-WERK) à temperatura de 4ºC e centrifugado, em centrífuga refrigerada por 10            
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minutos a 3000rpm, nesta mesma temperatura. O precipitado foi desprezado e o            

sobrenadante retirado, aliquotado e congelado em freezer a -20ºC para as dosagens            

posteriores (Llesuy, et al., 1985). A concentração de proteínas no sobrenadante do            

homogeneizado tecidual foi determinada conforme método descrito acima. 

A técnica utilizada para a quantificação da atividade da Superóxido Dismutase           

(SOD) foi baseada da inibição da reação do radical superóxido com a adrenalina. A              

SOD presente na amostra em estudo compete pelo radical superóxido com o sistema de              

detecção. Dado que não se pode determinar a concentração da enzima nem sua atividade              

em termos de substrato consumido por unidade de tempo, utiliza-se a quantificação em             

unidades relativas. Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima que              

inibe em 50% a velocidade de oxidação do detector (adrenalina). A oxidação da             

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

espectrofotometricamente. A atividade da SOD é determinada medindo a velocidade de           

formação do adrenocromo, observada a 480nm, em meio de reação contendo           

glicina-NaOH (50mm3, pH 10) e adrenalina (1mm3) (Boveris et al., 1983). 

A enzima Catalase (CAT) é altamente específica e possui atividade apenas para            

peróxido de hidrogênio, hidroperóxidos de metila e etila (Webster e Nunn, 1988). A             

atividade da Catalase é diretamente proporcional à taxa de decomposição do peróxido            

de hidrogênio, e obedece a uma cinética de pseudo-primeira ordem. Sendo assim, a             

atividade da enzima Catalase pode ser medida através da avaliação do consumo do             

peróxido de hidrogênio (Morgan-Martins, 2003). Para realização deste ensaio foram          

utilizados os seguintes reagentes: solução tampão de fosfato de sódio a 50mm3 e pH              

7,4, e peróxido de hidrogênio 0,3M. Em cubeta de quartzo, foram adicionados 955µL             

do tampão fosfato e 10µL de amostra do tecido, essa cubeta foi colocada em              

espectrofotômetro e descontada contra um branco de tampão fosfato. Após, foram           

adicionados 35µL do peróxido de hidrogênio para o tecido e foi feito o monitoramento              

da diminuição da absorbância no comprimento de onda selecionado. Os resultados           

foram expressos em pmoles por mg de proteína (µmoles de H2O2) por min, no              

comprimento de onda de 240nm. (Boveris e Chance, 1973). 

A atividade da Glutationa S-transferase (GPx) foi medida de acordo com o método              

descrito por Boyland e Chasseaud (Boyland e Chasseaud, 1969) pela medida da            
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conjugação do 1-cloro 2,4 dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH) a            

atividade é medida com o aumento nos valores da absorbância lida a 340 nm. A               

conjugação de GSH com o substrato clorodinitrobenzeno (CDNB) catalisada pela GST           

produz um composto que pode ser detectado em 340nm (- = 9.600 M-1cm-1). A              

atividade enzimática é proporcional à velocidade de produção do composto conjugado           

(Habig e Jakoby, 1981a; Habig e Jakoby, 1981b). 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 foi realizado por de 2,5 minutos em tampão fosfato de              

potássio (KPi) 100 mm3, EDTA 1 mm3, pH 7,0 contendo 1 mm3 GSH e 1 mm3 de                 

CDNB; onde a absorbância basal foi descontada a partir da leitura da reação do ensaio               

na ausência da amostra. Como agente iniciador da reação usou-se 50ul da amostra. A              

atividade da enzima é expressa como mm3ol de conjugado CNDB. min-1.mg proteínas1. 

A Lipoperoxidação (LPO) foi determinada por meio do método das substâncias           

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). Esta técnica é bastante utilizada para medir o             

dano dos lipídios de membrana, porque o ácido tiobarbitúrico reage com os produtos da              

LPO, entre eles o malondialdeído (MDA) e outros aldeídos. A técnica consiste em             

aquecer o material biológico a ser testada na presença de ácido tiobarbitúrico, que forma              

um meio ácido, para medir espectrofotometricamente a formação de um composto           

corado (base de Schiff). Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de adição, 0,5               

ml de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,67%, 0,25ml de água destilada, 0,75 ml de ácido              

tricloroacético (TCA) 10% e 0,25ml do homogeneizado. O TBA reage com produtos da             

lipoperoxidação formando uma base de Schiff, e o TCA tem a função de desnaturar as               

proteínas presentes, além de acidificar o meio de reação. A seguir, agitou-se os tubos, os               

quais foram aquecidos à temperatura de 100º C durante 15 minutos. Após, os tubos              

foram resfriados, e acrescentou-se 1,5ml de álcool n-butílico, para extrair o pigmento            

formado. Os tubos foram colocados em agitador por 45 segundos e centrifugados por             

dez minutos a 3000rpm (1110 x g). Por último, o produto corado foi retirado e realizada                

a leitura em espectrofotômetro (CARY 3E – UV – Visible Spectrophotometer Varian)            

com comprimento de onda de 535nm. A concentração de TBA-RS foi expressa em             

µmoles/mg de proteína (Lima e Abdalla, 2001). 
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2.6. Análise Estatística 

Os resultados obtidos foram submetidos a análise de distribuição pelo Teste de            

Kolmogorov-Smirnov; como todos os parâmetros determinados seguiram uma        

distribuição não paramétrica usou-se o Teste Kruskal-Wallis, seguido do Teste          

complementar de Student-Newman-Keuls para compararmos todos os grupos expostos         

com o grupo controle (C14). Todos os testes foram realizados no programa Bioestat,             

versão 5.0, considerando como significativo um p<0,05. 

3. Resultados e Discussão 

Em relação aos parâmetros de qualidade da água observou-se que os níveis de             

amônia permaneceram estáveis e abaixo de valores tóxicos (0,5); o pH foi mantido entre              

7,1 e 7,3; o potencial de oxirredução; a condutividade e os níveis de oxigênio dissolvido               

na água (SANXIN Modelo SX751) se mantiveram dentro das conformidades (Tabela           

1). 

Observou-se que a taxa de sobrevivência foi de 91,7%, havendo uma           

mortalidade de 8,3%, sendo de 4,98% (3 animais) no grupo C14 e 1,66% (1 animal)               

tanto no grupo B quanto no grupo G, o que denota uma boa qualidade do cultivo e do                  

uso de concentrações sub letais de herbicida. Salienta-se que os animais foram expostos             

a concentrações baixas destes herbicidas sendo estas subletais. Dornelles e Oliveira           

(2014) trabalhando com uma faixa de concentração de Glifosato da ordem de 65 até 144               

µg/L, neste mesmo modelo experimental e com tamanho corpóreo semelhante (2-4 g de             

massa e 80-100 mm de comprimento corporal) observou uma ausência de mortalidade            

entre os animais; o que aliado aos nossos resultados reforça que as concentrações             

empregadas dos herbicidas (Boral® 500 SC e Glifosato®) foram subletais. De acordo            

com Vieira (1993), Costa et al. (2008), Cunha e Delariva (2009) e Dornelles e Oliveira               

(2016) essa resposta pode estar ligada a características da rã-touro, a qual possui alta              

capacidade adaptativa e plasticidade fisiológica. 

3.1. Fatores de Condição Nutricional 

Ao compararmos os valores da massa corporal obtidos para os animais           

observamos que o grupo B (Boral® 500 SC) apresentou um ganho de 12% de massa; o                

grupo G (Glifosato®) apresentou 43% de ganho (p=0,035) e o grupo BG (Boral® 500 SC               
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mais Glifosato®) apresentou 44% a mais de massa (p=0,051), todos em comparação            

com o grupo C14, conforme (Tabela 2). Com relação ao comprimento corporal total dos              

animais observamos que o grupo B apresenta um valor médio muito semelhante ao             

grupo C14, tendo crescido apenas 0,4% em relação a este grupo (C14); já os grupos               

expostos ao G e ao BG aumentaram 6,9% e 7,3%, respectivamente, em relação ao grupo               

C14, salientamos que tais diferenças não foram significativas (p= 0,087) (Tabela 2).  

Níveis do Índice K não tiveram diferenças entre os grupos experimentais           

estudados (p=0,025) (Fig. 3A), assim como o Índice Khepático (p=0,856) (Fig. 3B).            

Embora os níveis do Índice Kintestinal não tenham apresentado diferenças entre os animais             

expostos e o controle (C14) observa-se uma diferença entre os animais expostos ao             

Boral® 500 SC e o Glifosato® (p=0,004), onde no grupo G verificamos um incremento              

deste índice da ordem de 1,37 vezes; no grupo onde os herbicidas foram misturados o               

aumento em relação ao grupo B (p=0,001) foi de 1,44 vezes (Fig. 3C). 

Este conjunto de resultados representado pelo incremento da massa corporal          

aliado ao aumento do Kintestinal sugere uma maior atividade alimentar destes animais            

expostos aos herbicidas, tanto isolados como em mistura; indicando que este momento            

parece ser crítico à sobrevivência dos animais e refletindo possivelmente, uma alteração            

no balanço e incremento do gasto energético para uma metabolização adequada dos            

herbicidas, principalmente na situação de exposição à mistura dos herbicidas (Boral®           

500 SC + Glifosato®). Esta hipótese é reforçada pelos resultados encontrados por            

Dornelles e Oliveira (2014 e 2016) que verificaram uma redução drástica de todas as              

reservas energéticas (proteínas, lipídios, triglicerídeos e glicogênio) nas brânquias,         

fígado, rins e músculo de girinos de rã-touro submetidos a diferentes concentrações de             

três herbicidas (atrazina, glifosato e quinclorac). Confirmando também, o que o trabalho            

de Coltro (2015) observou quando submeteu girinos de rã-touro a diferentes           

concentrações de quinclorac.  

Isto demonstra, possivelmente, um aumento na atividade hepática devido à          

alocação de nutrientes do trato digestório e/ou aporte de substrato de outros tecidos para              

este órgão, com a finalidade de manter o potencial de detoxificação destes herbicidas e à               

sobrevivência dos animais (91,7%); visto que não verificamos diferenças significativas          

para o Índice Hepatossomático (IHS) quando comparamos tanto os animais do grupo            

C14 com os expostos como entre os grupos expostos (p=0,4727), conforme a Fig. 3D.  
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É sabido que variações na quantidade de gordura e/ou glicogênio estocados no            

fígado influenciam significativamente na massa deste órgão, alterando assim a relação           

hepatossomática; outros fatores como alimentação e infecções também podem ser          

responsáveis por eventuais alterações em tais características biométricas em peixes          

teleósteos, por exemplo, (Tavares-Dias et al., 2000; Nunes et al, 2011; 2015). Além             

disto, de acordo com Păunescu e Ponepal (2011) adultos da rãs Pelophylax ridibundus,             

quando expostos a 0,138 x 10-3 ml de Roundup®/g de massa corporal, administrado por              

via intraperitoneal, conduziu a um ligeiro aumento no HSI dos animais indicando que as              

células do fígado foram afetadas causando possivelmente, um aumento na taxa de            

produção de retículo endoplasmático para a síntese de proteínas no tecido hepático; por             

conseguinte, na presença de fatores de estresse, estas qualidades são alteradas           

resultando e um efeito deletério sobre o fígado das rãs. Em nosso estudo as              

concentrações de herbicidas utilizados não conduzem a um incremento da IHS           

permitindo aos animais a sua metabolização sem que ocorra um dano hepático;            

experimentos futuros visando esclarecer tais peculiaridades se fazem necessários. 

3.2. Marcadores Metabólicos 

Os níveis plasmáticos de TGL e VLDL no grupo C apresentaram diferença em             

relação ao grupo B, G e BG (Fig. 4A e B). Observou-se que os níveis plasmáticos de                 

TGL e VLDL no grupo B aumentaram 1,5 vezes, no grupo G aumentaram 1.4 vezes e                

no grupo BG aumentaram 1,5 vezes em comparação com o grupo C14. Este aumento da               

série lipídica nos animais expostos (B, G e BG) parece relacionar-se com o incremento              

do Kintestinal que pode refletir um incremento da ingesta alimentar como também, reforça             

resultados previamente publicados pelo nosso grupo que mostram em girinos de           

rã-touro expostos a uma faixa de concentração (36, 72 e 144 µg/L) de glifosato uma               

intensa diminuição dos níveis de lipídios totais e triglicerídeos nas brânquias, fígado e             

músculo caudal. Resultados similares de diminuição dos níveis de lipídios totais e/ou            

triglicerídeos também têm sido verificados por outros autores para o músculo e/ou            

fígado de animais expostos a xenobióticos (El-Banna et al., 2009; Salbego et al., 2010;              

Sounderraj et al., 2011). 

Os níveis de proteínas totais não apresentaram diferença (p=0,307) entre os           

grupos experimentais (Fig. 2C). Contudo, para os níveis de ácido úrico verificamos um             
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incremento de 2,7; 2 e 9,5 vezes nos grupos Boral® 500 SC, Glifosato® e na mistura de                 

Boral® 500 SC mais Glifosato®, respectivamente. Assim, acreditamos que a exposição a            

estas concentrações de sulfentrazone (130µg/L), de glifosato (234µg/L), como da          

mistura destes herbicidas induz um aumento na produção de ácido úrico para que esta              

molécula ou seus derivados atuem como antioxidante não enzimático. Diferente do           

verificado neste estudo, Coltro et al. (2017) mostraram uma relação dependente           

negativa entre os níveis de ácido úrico plasmático e a concentração do herbicida Facet®              

(princípio ativo: quinclorac) ao qual girinos de rã-touro foram expostos sugerindo,           

também, o uso desta molécula como antioxidante.  

Cabe ressaltar que em anfíbios o ácido úrico é considerado um produto            

intermediário, onde o principal produto da excreta nitrogenada é a ureia (Nelson e Cox,              

2014). De acordo com Zanette et al. (2015), na craca Balanus improvisus o ácido úrico               

parece atuar como um antioxidante natural; e Hermes-Lima (2004) também demonstra           

um papel antioxidante de derivados desta molécula (uratos) em insetos sugadores de            

sangue. Em aves, propriedades antioxidantes do ácido úrico aliada a altas concentrações            

plasmática sugerem um possível mecanismo de proteção a danos oxidativos (Tsahar et            

al., 2006).  

Os níveis plasmáticos de glicose não apresentaram diferenças significativas         

(p=0,39) nem entre o C14 e nem entre os expostos (Fig. 4E). Coltro et al. (2017) também                 

verificaram uma manutenção dos níveis de glicose circulantes em girino de rã- touro             

exposta a diferentes concentrações do herbicida quinclorac, existindo uma diferença          

somente entre as concentrações do herbicida. Dornelles e Oliveira (2016) trabalhando           

com rã-touro exposta a diferentes concentrações de glifosato mostram uma intensa           

diminuição dos níveis de glicogênio em diferentes órgãos, como o fígado o que talvez              

possa explicar a manutenção da glicemia aqui observada. Este polissacarídeo          

desempenha um papel central no equilíbrio energético de diferentes vertebrados, pois é            

capaz de fornecer energia rápida em situações de estresse (Moyes e Schulte, 2010),             

como aquelas provocadas por pesticidas (Barton e Iwama, 1991); a glicose resultante da             

glicogenólise pode também, ser utilizada na síntese de glicoproteínas, constituintes          

essenciais da célula; processo este fundamental em situações de estresse (Vutukuru,           

2005). 
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Para a corticosterona (CORT) verificamos uma diferença entre o grupo G em             

relação ao grupo C14 (p=0,0323), tendo este diminuído 2,1 vezes nos animais expostos.             

Quando comparamos os grupos expostos entre si verificamos que o grupo do Boral®             

500 SC difere tanto do grupo do Glifosato® (grupo G) (p=0,0005) como do grupo da               

mistura (grupo BG) (p=0,0010), observou-se que o grupo B apresentou níveis 1,85 e             

1,66 vezes maiores, respectivamente (Fig. 4F). A ação dos glicocorticóides, como a            

corticosterona, mostra-se essencial em diversos em diferentes vertebrados apresentando         

efeitos metabólicos e endócrinos como: estimular a gliconeogênese, inibir a captação de            

glicose por tecidos periféricos, suprimir a secreção de insulina, causando a mobilização            

da energia estocada e seu redirecionamento ao tecido muscular, prover energia durante            

o crescimento e a diferenciação dos órgãos, como também em situações de estresse             

(Costantini et al., 2011). Em anfíbios este hormônio tem um papel chave na regulação              

da metamorfose, induzindo este processo (Wright et al., 2003); o que nos permite             

sugerir que a diminuição dos níveis de corticosterona nos girinos expostos ao glifosato e              

a mistura de sulfentrazone e glifosato pode levar a um retardo na entrada da              

metamorfose em função do uso de compostos energéticos para garantir a detoxificação            

destes herbicidas e assim, a sobrevivência dos animais. Níveis altos e constantes de             

corticosterona circulantes podem conduzir a um efeito de feed-back negativo          

diminuindo assim, a responsividade deste eixo e a secreção de corticosterona, podendo            

alterar inclusive o funcionamento dos receptores celulares de glicorticóides (Costantini          

et al., 2011 e Costantini, 2014). Não podemos descartar a ocorrência deste mecanismo             

nos animais expostos ao glifosato isolado como também a mistura de sulfentrazone e             

glifosato face à diminuição dos níveis deste hormônio nestes grupos. O que em uma              

escala temporal maior pode tornar estes girinos menos responsivos a situações           

sinergéticas de estresse, como por exemplo, fragmentação de habitat, radiação UV,           

outros poluentes, agentes patogênicos, espécies invasores, entre outros; conduzir a          

declínio da população de anfíbios.  

De acordo com Lima et al. (2006) em animais aquáticos, as respostas ao estresse              

são um mecanismo adaptativo que permite a sobrevivência na presença de estressores            

pela manutenção da homeostase. Essas respostas podem ocorrer em nível tecidual, o            

que inclui a mobilização de substratos energéticos. Dependendo da intensidade do           
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estressor, os animais podem ser incapazes de consequentes alterações e apresentam           

reações tais como a inibição do crescimento, da reprodução ou da resposta imune.  

3.3. Marcadores do Balanço oxidativo 

No fígado os níveis de atividade da Superóxido Dismutase (SOD) observa-se           

apenas uma diferença significativa do grupo BG (mistura) em relação ao grupo controle             

(C14), com um decréscimo nos níveis da atividade da SOD em 1,7 vezes. Verifica-se              

também, que o grupo BG apresentou uma diferença em relação ao grupo B (p<0,0001) e               

ao grupo G (p=0,001); sendo estes níveis 2,3 e 1,6 vezes maiores, respectivamente no              

grupo B e no grupo G do que aqueles do grupo BG (Fig. 5A). Perfil semelhante foi                 

observado para a atividade da Catalase (CAT), onde a mistura de herbicidas (BG) leva a               

uma diminuição da atividade desta enzima em relação ao controle (C14) (p=0,052) e aos              

herbicidas isolados (B: p=0,0005 e G: p=0,044). No grupo B estes níveis foram 2,27              

vezes e no grupo G, 1,64 vezes maiores que aqueles do BG (Fig. 5B). Já para os níveis                  

de Glutationa S-transerase (GST) observa-se uma diferença do grupo C14 em relação            

aos grupos B (p=0,014) e G (p=0,010), onde os níveis do grupo B aumentaram 2,01               

vezes e do grupo G aumentaram 1.78 vezes. Observou-se também que os níveis do              

grupo B foram 1,85 e os do grupo G 1,63 vezes maiores em relação ao grupo BG,                 

apresentando este grupo (BG) valores muito próximos daqueles observados no grupo           

controle (C14) (Fig. 5C). Os níveis de Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico            

(TBARS) apresentaram diferenças significativas somente quando comparamos os        

grupos B e G (p=0,0002) e, os grupos G e BG (p=0,0009). Os níveis de TBARS no                 

grupo B foram maiores em 3,05 vezes e no grupo BG 2,3 vezes que aqueles verificados                

no grupo G (Fig. 5D). 

No fígado a mistura de Boral® 500 SC e Glifosato® conduz a uma drástica              

diminuição de Glutationa S-transferase assim, novamente, podemos sugerir que a          

mistura parece ser mais agressiva aos girinos quando comparada aos resultados obtidos            

com os herbicidas isolados. Cabe ressaltar que nos animais do grupo BG observamos             

altos níveis de ácido úrico circulantes sugerindo a participação do sistema antioxidante            

não enzimático neste processo de detoxificação. Coltro et al. (2017) descrevem uma            

capacidade constitutiva enzimática elevada em girinos de Rana castesbeiana. Jones et           

al. (2010) sugerem que incrementos na atividade destas enzimas podem ser causados            
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pelo aumento da transcrição dos genes responsáveis pela codificação de proteínas           

específicas; como também, por uma alta capacidade antioxidante enzimática         

constitutiva o que impediria o dano oxidativo. 

Nos grupos expostos ao Boral® e ao Glifosato® isolados a manutenção da            

atividade da Superóxido Dismutase e da Catalase, aliado a um incremento da Glutationa             

S-transferase parecem ser determinantes para impedirem um aumento dos níveis de           

Lipoperoxidação no grupo B e diminuí-los no grupo G. A exposição à xenobióticos             

pode ser associada ao incremento da expressão ou atividade de enzimas de            

biotransformação, como por exemplo, as Glutationas S-transferases (Hermes-Lima e         

Storey, 1993). A biotransformação de componentes orgânicos pode ser em linhas gerais            

categorizada em duas fases principais: a epoxidação/hidroxilação dessas moléculas         

(reações de fase I) e a conjugação de xenobióticos com componentes endógenos como a              

Glutationa (GSH) (reações de fase II) catalisada pela GST (Nunes et al., 2015). Já nos               

animais expostos à mistura dos herbicidas observamos um perfil diferente com uma            

diminuição da SOD e manutenção dos demais parâmetros oxidativos analisados (CAT,           

GST e TBARS). Segundo Banerjee et al. (1999) o aumento da atividade da GST parece               

ser o mecanismo adaptativo mais utilizado para conter situações de estresse oxidativo            

em animais. Seria possível sugerir que a mistura destes herbicidas possa ser mais lesiva              

que o sulfentrazone e o glifosato isolados para estes animais e nestas concentrações. Os              

efeitos do glifosato em organismos aquáticos foram abordados em peixes por Cattaneo            

(2011), Rossi et al. (2011). Modesto & Martinez (2010a) mostraram que este herbicida             

aumenta a atividade de GST hepático e outras enzimas envolvidas na defesa            

antioxidante no peixe Prochilodus lineatus. 

Os níveis de atividade da Superóxido Dismutase (SOD) no tecido muscular não            

apresentaram diferença entre os grupos experimentais estudados (p=0,6077) (Figura         

6A); perfil semelhante, também foi observado para a atividade da Catalase (CAT) neste             

mesmo tecido (p=0,1816) (Fig. 6B). Já para os níveis de Glutationa S-transerase (GST)             

verificamos que os animais submetidos à mistura de herbicidas (BG) apresentam uma            

redução em relação a todos os grupos experimentais (C14 com p<0,0001; B com             

p<0,0001 e G com p=0,0007). Esta redução atingiu valores 14,5; 12,3 e 10,49 vezes              

menores nos grupos C14; B e G, respectivamente (Fig. 6C). Os níveis de Substâncias              
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Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) no tecido muscular apresentou diferença          

entre o grupo BG em relação ao grupo C14 (p<0,0001), assim como ao grupo B               

(p=0,0004) e ao grupo G (p<0,0001). Verificamos uma diminuição de 2,56 vezes do             

grupo BG em relação ao grupo B. Já para o grupo B os níveis apresentaram um aumento                 

de  3,55 vezes em relação ao grupo G (Fig. 6D). 

No músculo caudal a mistura de Boral® 500 SC e Glifosato® conduz a uma              

drástica diminuição de Glutationa S-transferase assim, novamente, podemos sugerir que          

a mistura parece ser mais agressiva aos girinos quando comparada aos resultados            

obtidos com os herbicidas isolados. Cabe ressaltar que nos animais do grupo BG             

observamos altos níveis de ácido úrico circulantes sugerindo a participação do sistema            

antioxidante não enzimático neste processo de detoxificação. Coltro et al. (2017)           

descrevem uma capacidade constitutiva enzimática elevada em girinos de Rana          

castesbeiana. Jones et al. (2010) sugerem que incrementos na atividade destas enzimas            

podem ser causados pelo aumento da transcrição dos genes responsáveis pela           

codificação de proteínas específicas; como também, por uma alta capacidade          

antioxidante enzimática constitutiva o que impediria o dano oxidativo. 

No melhor dos nossos conhecimentos, este estudo foi o primeiro a avaliar os             

efeitos adversos da mistura dos herbicidas Boral® 500 SC e Glifosato® em girinos             

anfíbios. Boral® 500 SC e Glifosato® são herbicidas amplamente utilizados em campos            

de soja e espécimes da ordem Anura são geralmente encontrados nessas áreas. Os             

resultados apresentados aqui indicam que os efeitos causados pelos herbicidas Boral®           

500 SC e Glifosato®, impactam no sistema antioxidante destes animais. O estudo sobre             

a mistura de pesticidas obteve os benefícios desejados na conservação, incluindo a            

conservação de espécies nativas. 

4.Conclusões  

Embora várias pesquisas tenham sido desenvolvidas sobre a exposição de          

anfíbios a herbicidas contendo glifosato, estas investigações têm-se centrado no efeito           

de comportamento, deformidades morfológicas e alterações nos estágios de         

desenvolvimento; poucas são as pesquisas analisando marcadores bioquímicos nestes         

animais. No entanto, alguns trabalhos sobre alterações bioquímicas dos anfíbios          
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expostos a herbicidas contendo glifosato foram realizados por autores como Coltro           

(2015), Dornelles (2013), Dornelles e Oliveira (2016, 2014), Navarro-Martín et al.           

(2014), Rissoli et al. (2016). Não foi possível encontrar pesquisas envolvendo o            

herbicida sulfentrazone em anfíbios e nem a mistura destes herbicidas. No entanto, é             

importante ressaltar que as respostas encontradas podem diferir dependendo da espécie,           

da concentração e duração da exposição ao contaminante. Faz-se necessário que sejam            

realizados mais estudos para investigar os efeitos potenciais do risco ecotoxicológico de            

herbicidas e suas misturas em concentrações realísticas em nas populações de anfíbios            

coletados em ambiente natural e não só mantidos em cultivo laboratorial. 

Mesmo em baixas concentrações, semelhantes àquelas encontradas em ambiente         

natural, estes herbicidas induziram alterações nos parâmetros analisados, principalmente         

no fator de condição específico (Kintestinal); nos níveis de triglicérides, de ácido úrico e de               

corticosterona plasmáticos; e na atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e           

primordialmente a GST modulando os níveis de peroxidação lipídica no fígado e            

músculo caudal. Estas alterações parecem estar ligadas a um incremento da demanda            

energética na tentativa de manter a homeostase e garantir a sobrevivência dos animais;             

diminuindo assim, a energia disponível para o crescimento e a metamorfose o que pode              

comprometer o ciclo de vida adulto. Podemos sugerir que a mistura de sulfentrazone e              

glifosato parece ser mais lesiva aos animais, principalmente pela manutenção e           

diminuição drástica dos níveis de atividade da Glutationa S-tansferase no fígado e no             

músculo caudal, respectivamente.  

Um maior número de programas de monitoramento contínuo, uso de          

biomarcadores e exposição com análises químicas da água poderiam identificar os           

agrotóxicos presentes nessa mistura e relacioná-los aos efeitos observados em animais e            

assim auxiliar na conservação. 
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Tabela 1. Valores médios do potencial de oxirredução (ORP), condutividade e oxigênio dissolvido ao              
longo do cultivo experimental. 

Grupo ORP (mV) Condutividade (mS) Oxigênio Dissolvido (mg/L) 

C7 193.666±2.60 308.000±11.84 6.220±0.01 

C14 207.000±2.23 323.710±18.56 6.591±2.12 

B 201.055±2.39 318.555±9.936 6.525±2.28 

G 193.388±2.57 322.611±10.96 6.597±2.17 

BG 187.178±2.32 279.746±14.79 6.680±1.71 
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Tabela 2. Resultados obtidos para a massa corporal e comprimento dos animais. Média dos valores aos                
quatorze dias de permanência no laboratório (C14) e expostos (B, G e BG). 

Grupos Massa (gramas) Comprimento (mm) 

C14 2,3640±0,2092 70,8922±2,1060 

B 2,6588±0,1815 71,1708±1,5974 

G 3,3828±0,3647 75,7745±2,2447 

BG 3,4268±0,2280 76,0864±1,6051 
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Figura 1. Gráfico resumo (graphical abstract) do artigo. 
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Figura 2. Curva padrão de corticosterona obtida no ensaio hormonal. 
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Figura 3. Variações nos Fatores de Condição Nutricional e Índice Hepatossomático, sendo (A) Níveis de               
K, (B) khepático, (C) kintestinal e (D) Índice Hepatossomático obtidos para girinos de Rana catesbeiana               
divididos em controle (grupo C14), expostos ao Boral® 500 SC (grupo B), expostos ao Glifosato® (grupo                
G) e expostos à mistura destes herbicidas (grupo BG). Os resultados são expressos como a média ± erro                  
padrão.  
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Figura 4. Variações nos níveis plasmáticos de (A) TGL, (B) VLDL, (C) Proteínas totais, (D) Ácido Úrico, (E)                  
Glicose e (F) Corticosterona em girinos de Rana catesbeiana divididos em controle (grupo C14), expostos ao Boral®                 
500 SC (grupo B), expostos ao Glifosato® (grupo G) e expostos à mistura destes herbicidas (grupo BG). Os resultados                   
são expressos como a média ± erro padrão. 
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Figura 5. Variações nos níveis de (A) Superóxido Dismutase (SOD), (B) Catalase (CAT), (C) Glutationa               
S-Transferase (GST) e (D) TBARS do fígado em girinos de Rana catesbeiana divididos em controle (grupo C14),                 
expostos ao Boral® 500 SC (grupo B), expostos ao Glifosato® (grupo G) e expostos à mistura destes herbicidas (grupo                   
BG). Os resultados são expressos como a média ± erro padrão.  
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Figura. 6. Variações nos níveis de (A) Superóxido Dismutase (SOD), (B) Catalase (CAT), (C) Glutationa               
S-Transferase (GST) e (D) TBARS do músculo caudal em girinos de Rana catesbeiana divididos em controle (grupo                 
C14), expostos ao Boral® 500 SC (grupo B), expostos ao Glifosato® (grupo G) e expostos à mistura destes herbicidas                   
(grupo BG). Os resultados são expressos como a média ± erro padrão.  
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Capítulo 2  

 

Conclusão geral que elucida acerca de todo o projeto realizado, com           

considerações envolvendo os resultados obtidos e o Anexo I que apresenta as normas de              

padrão de elaboração do artigo para a submissão à revista escolhida. 

. 
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Conclusões Gerais 
Com o presente trabalho conclui-se que concentrações dos herbicidas Boral® 500           

SC e Glifosato® comumente encontradas em corpos d’água naturais, podem ocasionar           

alterações nos parâmetros bioquímicos como nos níveis de triglicerídeos, proteínas          

totais, além de induzir a peroxidação lipídica em girinos de Rana catesbeiana, Shaw             

1802; apesar de não termos observado uma mortalidade significativa, nem tampouco           

alterações no ganho de massa corporal ou comprimento corpóreo destes animais.  

Tais alterações na composição bioquímica em girinos de rã touro podem refletir            

em um maior gasto energético para a manutenção da homeostase frente ao estressor             

agroquímico e talvez este desequilíbrio, possa alterar outros parâmetros biológicos,          

como: diminuição no sucesso reprodutivo; alterações nos padrões de desenvolvimento e           

na metamorfose destes indivíduos.  

Durante a fase larval de R. catesbeiana os girinos não apresentaram alterações            

no desenvolvimento, porém, verifica-se que a exposição aos herbicidas testados pode           

diminuir as chances de sobrevivência destes animais durante o processo de           

metamorfose, ocasionando diminuição no comprimento destes indivíduos na fase de pós           

metamorfose, além de acarretar, possivelmente, alterações no sistema imune,         

potencializando a susceptibilidade no desenvolvimento de fungos e bactérias, fato que           

pode refletir em prejuízos na sobrevivência e vida adulta destes animais. 
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Anexo I 
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Highlights
Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the article. Highlights
are optional and should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters,
including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on our information site.

Keywords
Immediately after the abstract, provide 3 to maximum 6 keywords that include the full chemical
name(s). Use British spelling and avoid general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field
may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations
Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Math formulae
Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork
Electronic artwork
General points
• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
• Embed the used fonts if the application provides that option.
• Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.
• Number the illustrations according to their sequence in the text.
• Use a logical naming convention for your artwork files.
• Provide captions to illustrations separately.
• Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
• Submit each illustration as a separate file.

http://www.elsevier.com/highlights
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A detailed guide on electronic artwork is available.
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.
Please do not:
• Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;
• Supply files that are too low in resolution;
• Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Figure captions
Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables
Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

References
Citation in text
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Reference links
Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full citation
details are not yet known, but the article is available online. A DOI is guaranteed never to change,
so you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a citation using DOI
for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M.

http://www.elsevier.com/artworkinstructions
http://www.elsevier.com/artworkinstructions
http://www.elsevier.com/artworkinstructions
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(2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal
of Geophysical Research, http://dx.doi.org/10.1029/2001JB000884i. Please note the format of such
citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references
As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references
This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software
Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/toxicology
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting
There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should
be arranged according to the following examples:

Reference style
Text: All citations in the text should refer to:
1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;
2. Two authors: both authors' names and the year of publication;
3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.
Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ....'
List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.
Examples:
Reference to a journal publication:
Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51–59.
Reference to a book:
Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

http://citationstyles.org
http://citationstyles.org
http://www.mendeley.com/features/reference-manager
http://www.zotero.org/
http://endnote.com/downloads/styles
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Reference to a chapter in an edited book:
Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281–304.
Reference to a website:
Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13.03.03).
Reference to a dataset:
[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. http://dx.doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Video
Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size
of 150 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can
choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead
of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please
visit our video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the print
version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the portions
of the article that refer to this content.

Supplementary material
Supplementary material can support and enhance your scientific research. Supplementary files
offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Please note that such items are published online exactly
as they are submitted; there is no typesetting involved (supplementary data supplied as an Excel
file or as a PowerPoint slide will appear as such online). Please submit the material together with the
article and supply a concise and descriptive caption for each file. If you wish to make any changes to
supplementary data during any stage of the process, then please make sure to provide an updated
file, and do not annotate any corrections on a previous version. Please also make sure to switch off the
'Track Changes' option in any Microsoft Office files as these will appear in the published supplementary
file(s). For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages.

RESEARCH DATA
Data in Brief
Authors have the option of converting any or all parts of their supplementary or additional raw data
into one or multiple Data in Brief articles, a new kind of article that houses and describes their data.
Data in Brief articles ensure that your data, which is normally buried in supplementary material,
is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon
publication. Authors are encouraged to submit their Data in Brief article as an additional item directly
alongside the revised version of their manuscript. If your research article is accepted, your Data in
Brief article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed
and published in the new, open access journal, Data in Brief. Please note an open access fee is payable
for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this
template to write your Data in Brief.

Database linking
Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers access to
relevant databases that help to build a better understanding of the described research. Please refer
to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). More information and a full list of supported databases.

http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
http://www.sciencedirect.com
http://www.elsevier.com/artworkinstructions
http://www.elsevier.com/artworkinstructions
http://www.journals.elsevier.com/data-in-brief
http://www.elsevier.com/dib-template
http://www.elsevier.com/dib-template
http://www.elsevier.com/databaselinking
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AudioSlides
The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words
and to help readers understand what the paper is about. More information and examples are
available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides
presentation after acceptance of their paper.

Interactive plots
This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a data
file. Full instructions.

AFTER ACCEPTANCE
Online proof correction
Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.
If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.
We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

Offprints
The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used
for sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the
article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any
time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their article open access do
not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES
Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.
You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.
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