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“The only good human being is a dead one.”

George Orwell.



RESUMO

VICENTE, Mariana Canutti Mariano. Biomarcadores bioquimicos em anuros expostos ao
glifosato: uma revisdo sistematica. 2025. Dissertagdo de Mestrado em Biotecnologia e

Monitoramento Ambiental — Universidade Federal de Sdo Carlos, Sorocaba, 2025.

O glifosato, um dos herbicidas mais utilizados no mundo, ¢ capaz de gerar efeitos letais e
subletais a diversos tipos de organismos, principalmente em anuros que, durante seu
desenvolvimento, transitam entre o meio aquatico e o terrestre. Os anfibios sdo organismos
vulneraveis a extingdo devido, o desmatamento e perda de habitat, doengas, mudancas
climaticas e a alta sensibilidade a xenobidticos encontrados no meio ambiente como o0s
agrotoxicos, por exemplo. Portanto, ¢ fundamental compreender o desenvolvimento de estudos
na area de herbicidas e lacunas que ainda ndo foram supridas. Nessa revisao, foram utilizados
quatro bases de dados para pesquisar artigos que tratassem de biomarcadores bioquimicos em
anuros expostos ao glifosato. Foram encontrados 25 artigos publicados entre 2007 e 2023
distribuidos em seis paises, cujos responsaveis pela maior quantidade sdo Brasil e Argentina, o
que se deve pela grande comunidade de grupos de estudos em ecotoxicologia, bem como pelo
alto consumo de glifosato. Apesar da busca consistir em anfibios, apenas estudos com anuros
foram encontrados, cujas espécies mais utilizadas foram Rhinella arenarum, Aquarana
catesbeiana e Xenopus laevis. Além disso, 48% dos estudos utilizaram as vias enzimaticas para
avaliar estresse oxidativo e neurotoxicidade, seguido de andlises no figado (24%) e
metabolismo (16%). Acerca do estdgio de vida dos anuros avaliados, 92% dos estudos
utilizaram girinos e apenas 8% investigaram adultos. Todos os estudos encontrados relataram
estresse oxidativo e alteragdes enzimaticas relacionadas a exposi¢do de anfibios ao glifosato
isolado ou em mistura com outros agrotoxicos, demonstrando sua capacidade em comprometer
processos fundamentais que vao desde o nascimento até a reprodugdo desses individuos.
Todavia, a quantidade de estudos ainda ¢ insuficiente, pois € preciso encontrar uma solugao
econdmica e ambientalmente efetiva para o uso desenfreado do glifosato. Portanto, esta revisao
demonstra a necessidade de se realizar mais estudos relacionados a biomarcadores bioquimicos

e efeitos do glifosato em anfibios.

Palavras-chave: Anfibios; Ecotoxicologia; Herbicida.



ABSTRACT

Glyphosate, one of the most widely used herbicides in the world, is capable of generating lethal
and sublethal effects on several types of organisms, especially in anurans that, during their
development, move between the aquatic and terrestrial environments. Amphibians are
organisms vulnerable to extinction due to deforestation and habitat loss, diseases, climate
change, and high sensitivity to xenobiotics found in the environment, such as pesticides, for
example. Therefore, it is essential to understand the development of studies in the area of
herbicides and gaps that have not yet been filled. In this review, four databases were used to
search for articles that dealt with biochemical biomarkers in anurans exposed to glyphosate.
Twenty-five articles published between 2007 and 2023 were found, distributed in six countries,
with the largest number being Brazil and Argentina, which is due to the large community of
study groups in ecotoxicology, as well as the high consumption of glyphosate. Although the
search consisted of amphibians, only studies with anurans were found, whose most used species
were Rhinella arenarum, Aquarana catesbeiana and Xenopus laevis. In addition, 48% of the
studies used enzymatic pathways to evaluate oxidative stress and neurotoxicity, followed by
analyses in the liver (24%) and metabolism (16%). Regarding the life stage of the anurans
evaluated, 92% of the studies used tadpoles and only 8% investigated adults. All studies
reported oxidative stress and enzymatic alterations related to the exposure of amphibians to
glyphosate alone or in mixture with other pesticides, demonstrating its capacity to compromise
fundamental processes ranging from birth to reproduction of these individuals. However, the
number of studies is still insufficient, as it is necessary to find an economically and
environmentally effective solution to the unbridled use of glyphosate. Therefore, this review
demonstrates the need to carry out further studies related to biochemical biomarkers and effects

of glyphosate in amphibians.

Keywords: Amphibians; Ecotoxicology; Herbicide.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 GLIFOSATO E CONTAMINACAO AMBIENTAL

Os principais produtos agricolas langados no meio ambiente sdo residuos de fertilizantes
e agrotoxicos, advindos de multiplas fontes de emissao, e afetam tanto a biota terrestre quanto
a aquatica (DEVI; MANJULA; BHAVANI, 2022). Os residuos podem atingir diretamente os
corpos d’agua ou indiretamente, por via de percolacdo que ¢ capaz de alcancar os lengois
fredticos e da pulverizacdo dos compostos, capazes de serem transportados via aérea e
depositados na agua e no solo (PEREIRA et al., 2022; RIYAZ; SHAH; SIVASANKARAN,
2022). Ao atingir o solo ou o meio aquatico, os agrotoxicos oferecem riscos para plantas e
animais por conta da bioacumulagcdo e os efeitos gerados ao longo da cadeia alimentar
(BRESSIANI et al., 2023; AHMAD et al., 2024). Além disso, a forma como os pesticidas
devem ser descartados pode variar consoante a sua aplicacdo, acimulo, transformagdo e
transporte, pois esse processo de descarte permite antever como esses produtos irdo se
comportar em contato com particulas da dgua ou do solo, com a bioacumulacio, velocidade de
evaporagao e solubilidade (BAGHERI; EMAMI; DAMALAS, 2021; DE SOUSA, 2018).

O glifosato [N-(fosfonometil) glicina] ¢ um herbicida ndo seletivo sistémico utilizado
em plantacdes de feijdo, soja e algoddo com foco em aplicagdo de pds emergéncia, e €
conhecido por ser bastante popular na defesa de plantios (LIMA; BOECHAT; GUCKER, 2021;
NIU et al., 2025). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2024), a
classificacdo toxicologica do glifosato ¢ de “classe IV” (produto improvavel de causar dano
agudo — faixa azul), entretanto, pertence a “classe III” quanto ao potencial de periculosidade
ambiental, que considera o glifosato perigoso ao meio ambiente. Para avaliar o risco ambiental
de pesticidas, determina-se sua periculosidade de acordo com sua exposi¢ao (DAUFENBACK
et al.,2022; PASSOS et al., 2022). Além da sua capacidade de se infiltrar no solo, o glifosato
pode ser transportado pela 4gua da chuva ou da irrigacdo, contaminando lengois freaticos e rios
(MILAN; VIDOTTO; FOGLIATTO, 2022; AYOOLA et al., 2023). Esse herbicida permanece
no solo por semanas ou até meses, variando consoante a aspectos como tipo de solo, métodos
de cultivo e clima (DUKE, 2020; WYNN; WEBB, 2022).

O principal metabolito do glifosato ¢ o dcido aminometilfosfonico (AMPA). Embora
sua toxicidade seja considerada relativamente baixa, 0o AMPA apresenta maior resisténcia no
ambiente em comparacdo ao proprio glifosato e contribui para a polui¢ao da agua e do solo
devido a sua estabilidade (HADAD et al., 2024). Dentre as formulagdes comerciais do

glifosato, 0o ROUNDUP ORIGINAL®, que apresenta em sua composicao sal de di-amonio de
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N-(fosfonometil) glicina, ¢ atualmente o herbicida mais utilizado no Brasil (NACANO et al.,
2023).

Esta dissertacdo de mestrado objetivou compilar dados bibliograficos acerca de
biomarcadores bioquimicos considerando a importancia desse método na investigacdo de
alteracdes causadas pelo glifosato aplicado individualmente ou associado a outros
agroquimicos em anfibios. Deste modo, os resultados levantados serdo apresentados em forma
de artigo com o seguinte titulo: Biochemical biomarkers in analysis of amphibians exposed to

glyphosate: a systematic review.

1.2 ANFIBIOS

Os anfibios integram uma classe de vertebrados composta por animais ectotérmicos,
com tegumento permeavel, fino, imido e sem escamas, distribuidos nas ordens Anura,
Gymnophiona e Urodela (ADEYEMI et al. 2023; GUERRA et al., 2024). Por conta de
particularidades fisiologicas e comportamentais como pele permeével, ciclo de vida complexo
dependente de ambientes aquatico e terrestre, diferenca na dieta de adultos e girinos, os anfibios
sdo extremamente sensiveis as variagdes ambientais (PRESTES; VINCENCI, 2019; HE et al.,
2023). A quantidade de anfibios compreendida pelo Brasil atualmente ¢ 1188 espécies, sendo
1144 de anuros, seguida de 39 espécies de cecilias e 5 espécies de salamandras (GUERRA et
al., 2024). Isso se deve ao clima e a quantidade de agua disponiveis no Brasil, além de biomas
com condic¢des diferentes que favorecem a diversificacdo de espécies, que tornam o pais

responsavel pela maior quantidade de biodiversidade do planeta conforme Figura 1.

RIQUEZA GLOBAL DE ESPECIES DE ANFIBIOS
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Figura 1. Distribui¢do global de anfibios
Fonte: Amphibia Web, 2021.



Os anfibios também possuem um papel extremamente importante nos
ecossistemas aquaticos visto que, de modo geral, passam a fase larval e determinados
periodos de suas vidas nos ecossistemas aquaticos e, na fase adulta, majoritariamente em
ambientes terrestres (TOLEDO et al., 2023; ZENNI et al., 2024.). Além disso,
desempenham fungdes essenciais em comunidades ecologicas, atuando tanto como
predadores quanto como presas de outros animais (BENARD; GREENWALD, 2023;
LEAO-PIRES; LUIZ; SAWAYA, 2024). Dessa forma, em fungio de suas caracteristicas
ecologicas e fisiologicas, os anfibios sdo objetos de estudos ecotoxicologicos,
principalmente utilizados no monitoramento ambiental (BOLOCHIO et al., 2020;
ESTES-ZUMPF et al., 2022).

Apesar da diversidade de anfibios, o declinio global dessa classe ¢ uma das
consequéncias das crises ambientais causadas por fatores como perda de habitat em razao
da urbanizagdo, expansdo agricola e desmatamento, tornando restrita as areas adequadas
para viver e se reproduzir (DE SOUZA et al., 2023). Outra causa ¢ a polui¢do de corpos
d'agua por pesticidas e outros poluentes que afetam diretamente a pele, o sistema
reprodutivo, desenvolvimento, entre outros (GAUTAM et al., 2024). As mudangas
climaticas e a disputa com espécies invasoras também sao fatores nocivos e crescentes
nas ultimas décadas, capazes de alterar padrdes de clima que afetam drasticamente seus
ciclos de vida e interacdes entre predador e presa (ANUNCIACAO et al., 2023; SILVA-
SANTOS; CASCON; PASSOS, 2024). Essas ameagas sdo responsaveis pelo declinio e
extingao de diversas espécies de anfibios no mundo (HADDAD et al., 2022; HE et al.,
2024.).

De acordo com a Figura 2, o ciclo de vida dos anuros se inicia com a deposi¢ao
dos ovos fecundados dentro de uma capsula gelatinosa que permanecem em ambiente
aquatico e tornam-se embrides e, apds eclodirem, sdo chamados de girinos

(ETEROVICK; SAZIMA, 2004).
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Figura 2. Ciclo de vida dos anfibios.
Fonte: Eterovick & Sazima, 2004.

Conforme STEBBINS & COHEN (2021), nessa fase, os girinos respiram por
meio das branquias, possuem cauda e vivem exclusivamente na dgua até passarem pela
metamorfose, fase em que ocorrem alteragdes corporais como perda de cauda (em casos
de anuros), desenvolvimento de membros e alteracdo no sistema respiratorio,
possibilitando sobreviver também em ambientes terrestres. Ao chegar na fase adulta,
esses individuos possuem tanto a respiracdo cutanea quanto a pulmonar desenvolvidas,
sendo extremamente importante para reproducao e finalizacao deste ciclo, quanto para
sua sobrevivéncia, uma vez que em ambientes com baixa disponibilidade de O-, os
pulmdes podem nao ser capazes de atender suas necessidades metabolicas (WRIGHT,
2021; HUSAYN; AHMED, 2025).

1.3 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS E EFEITOS DO GLIFOSATO

Biomarcadores bioquimicos sdo geralmente os primeiros indicativos de alteragdes
biologicas em um organismo quando exposto a poluentes. Devido a alta sensibilidade
fornecem informagdes essenciais no monitoramento de xenobioticos (ALIJANI et al.,
2017; BITSCHINSKI ef al., 2024). Um dos biomarcadores ambientais mais avaliados
sd0 os que levam o organismo a situagdes de estresse oxidativo, pois € comum que junto
a biotransformacao de xenobidticos ocorra uma intensa produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) como, por exemplo, o perdxido de hidrogénio (H20:) e radical hidroxila

(OHe), produzidos durante a respiragao celular, especialmente na cadeia de transporte de

12



elétrons (DAS, 2015; HATAMI; GHORBANPOUR, 2024).

Em um organismo saudavel, sistemas antioxidantes enzimaticos como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) e
antioxidantes nao enzimaticos como a glutationa reduzida (GSH) neutralizam essas
espécies reativas, o que mantém o equilibrio redox celular (CALISI et al., 2023;
WALDECK-WEIERMAIR, 2024). Quando ha acumulo de EROs ou deficiéncia no
sistema antioxidante, instala-se um quadro de estresse oxidativo, comprometendo a
integridade celular e promovendo a oxida¢do de componentes essenciais, como os lipidios
de membrana (ORTfZ etal.,2025; FENG et al., 2022).

A lipoperoxidagao (LPO) ¢ um processo de reacdes em cadeia resultantes da acdao
dos radicais livres sobre os lipidios que alteram a permeabilidade e integridade das
membranas celulares (VON KRUSENSTIERN et al., 2023; WANG et al., 2023). A LPO
exacerbada e desregulada pode causar danos significativos as membranas celulares, ao
DNA e as proteinas, comprometendo a funcionalidade normal das células e dos tecidos
(LTIAO et al., 2023; WANG; LIU, 2024). Esse processo ocorre em trés estagios: iniciaco,
propagacao e terminacdo (HAJIEVA et al., 2023). No primeiro estdgio, um radical livre
como o OHe remove um hidrogénio de um acido graxo poli-insaturado da membrana
celular, gerando um radical lipidico, tornando a membrana mais suscetivel ao estresse
oxidativo (PELUSO et al., 2023; CHAKRABORTY et al., 2024). No segundo, o radical
lipidico (Le) reage com O: molecular, formando um radical peroxil lipidico (LOO¢), que
abstrai outro lipidio para formar peroxido lipidico (LOOH) e um novo Le. O produto
intermediario hidroperéxido lipidico (LOOH) pode sofrer decomposicao e gerar novos
radicais livres, dando continuidade a reacdo em cadeia da lipoperoxida¢do (WANG; LIU,
2024). No ultimo estagio, o processo ¢ finalizado quando os radicais sdo neutralizados
ou reagem entre si, por antioxidantes como a glutationa e a vitamina E, por exemplo, pois
isso impede que a lipoperoxidacdo danifique as membranas celulares (FARHOOSH,
2021; VALGIMIGLI, 2023).

A SOD catalisa a conversdo do anion superdxido em O: e H:0:, sendo
fundamental na inibicdo de formagdo de peroxinitrito e disfungcdo endotelial e
mitocondrial (WANG et al., 2018; ANDRES et al., 2023). A CAT ¢ um antioxidante
responsavel por catalisar a conversao do H.02 em O: e dgua, e estd presente na maioria
das células aerobias (TAKIO; YADAV; YADAYV, 2021; JOMOVA et al., 2024). A GPx
compde o sistema antioxidante celular e atua na defesa contra radicais livres, convertendo
H202 em O: e agua utilizando a GSH como substrato, além de ser importante na
prevengdo de doencas vasculares e cancer (CARDOSO et al., 2017; NAGY et al., 2019).
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A glutationa redutase (GR) ¢ responsavel por reduzir a glutationa oxidada ou dissulfeto
(GSSG), por meio da conversao do dissulfeto ciclico ao GSH, realizado pela conversao
de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) para nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADP+) (MCGILL; JAESCHKE, 2015;
OESTREICHER, 2019). As glutationa S-transferases (GSTs) formam um grupo de
enzimas de biotransformacdo e atuam na desintoxicacdo celular de compostos
eletrofilicos (ALOKE; ONISURU; ACHILONU, 2024).

As enzimas hepaticas, sendo as mais utilizadas as aminotransferases séricas,
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) sdo utilizadas como
marcadores de lesdo hepatica e estresse oxidativo em organismos aquaticos expostos a
contaminantes quimicos. Destacam-se os estudos com peixes (MARY et al., 2014;
KUMAR et al., 2018, PANETTO et al., 2019) e em girinos (PELTZER et al., 2024).

As transaminases ou aminotransferases sdo um grupo de enzimas que atuam como
mediadores na transferéncia de um grupo amina entre um aminoécido e um cetoacido. A
aspartato aminotransferase (AST) catalisa a transferéncia do grupo amina do aspartato
para o cetoglutarato, formando glutamato e oxaloacetato, e a alanina transaminase (ALT)
catalisa a transferéncia do grupo amina da alanina para o cetoglutarato, formando
glutamato e piruvato (YANG et al., 2020). Assim sendo, a glutamina atua como uma
fonte de carbono para alimentar o ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA) e contribui para
a produgdo de energia celular (KHATTAB et al., 2021; CHEN et al., 2024).

A acetilcolinesterase (AChE) ¢ vital para o sistema nervoso, presente em
vertebrados e invertebrados. Sua func¢do primordial € desintegrar o neurotransmissor
acetilcolina (ACh) na fenda sinaptica ap6s a conducdo de um impulso nervoso (SILMAN;
SUSSMAN, 2008; MARUCCI et al. 2021). A ACh ¢ produzida pelos neurdnios
colinérgicos e se conecta a receptores situados na membrana pos-sinaptica e, para que o
sinal ndo persista indefinidamente, a ACh deve ser prontamente removida da sinapse
(SOUZA et al., 2022). Logo, a AChE hidrolisa a acetilcolina em colina e 4cido acético,
interrompendo a transmissdo do impulso nervoso (GARCEZ et al., 2013; DA SILVA
BRITO et al., 2020).

As informacdes coletadas neste estudo servirdo para destacar os principais
biomarcadores bioquimicos na avaliagdo de anfibios expostos ao glifosato, a fim de
compreender o potencial toxico do herbicida aplicado isoladamente e em mistura com
outros xenobioticos, bem como fornecer uma base para os proximos estudos que utilizem

biomarcadores e indicar perspectivas futuras para estudos herpetolégicos e bioquimicos.

14



15

2 ARTIGO

Biomarcadores bioquimicos em anuros expostos ao glifosato:

uma revisao sistematica

Resumo

Anfibios sdo altamente sensiveis a contaminantes ambientais e sio amplamente utilizados como
bioindicadores em estudos ecotoxicoldgicos. O glifosato, um dos herbicidas mais utilizados no
mundo, pode induzir estresse oxidativo e alteragdes enzimaticas nesses organismos, o que
compromete seu desenvolvimento e metabolismo. O objetivo deste estudo foi realizar uma
revisdo sistematica da literatura sobre biomarcadores bioquimicos em anuros expostos ao
glifosato, avaliando os principais efeitos observados. Foram analisados 25 artigos publicados
entre 2007 e 2023, abrangendo estudos realizados no Brasil, Argentina, Turquia, entre outros
paises. As espécies mais utilizadas foram Rhinella arenarum (28% dos estudos), Aquarana
catesbeiana (16%) e Xenopus laevis (12%). Em relacdo ao estagio de vida dos anuros avaliados,
92% dos estudos utilizaram girinos, enquanto apenas 8% analisaram adultos, demonstrando
tanto a maior suscetibilidade desses organismos durante a metamorfose quanto a praticidade
experimental em estudos laboratoriais. As concentragdes de glifosato testadas nos estudos
analisados variaram de 0,01 mg/L a 240 mg/L, com destaque para a presenga de efeitos toxicos
mesmo em doses ambientalmente relevantes. Os biomarcadores mais avaliados foram
glutationa S-transferase (64%), acetilcolinesterase (52%), CAT e TBARS (36% cada). Os
resultados indicam que a exposi¢do ao glifosato pode comprometer processos biologicos
fundamentais em anfibios, da fase larval a adulta. No entanto, ha uma lacuna na literatura
quanto aos efeitos da exposicao cronica a baixas doses e formulacdes comerciais do herbicida.
Portanto, estudos futuros devem priorizar a analise de concentragdes ambientalmente

relevantes, considerando diferentes formulag¢des e impactos de longo prazo na biodiversidade.

Palavras-chave: Anuros; Estresse oxidativo; Niveis de enzimas.



2.1 INTRODUCAO

Os anfibios s3o vertebrados ectotérmicos pertencentes ao filo Chordata e a classe
Amphibia, e possuem uma variedade de caracteristicas morfologicas e fisioldgicas como
respiragdo cutanea, metamorfose, pele umida e permeavel durante o desenvolvimento
(KOSAL, 2023; SRIVASTAVA, 2024). Além disso, possuem um ciclo de vida complexo
que incluem um estagio larval aquatico e um estagio adulto terrestre e sdo encontrados
em trés ordens: Anuros (sapos, rds e pererecas), Caudata (tritdes e salamandras) e
Gimnoépodes (cecilias e cobras-cegas) (WELLS, 2007; LIEDTKE; WIENS; GOMEZ-
MESTRE, 2022).

Atividades como desmatamento, agricultura intensiva e a poluicdo impactam os
anfibios, levando a diminuicdo das populacdes e a perda de diversidade genética
(WINGEN; CUBAS; OLIVEIRA, 2023). Além disso, a poluicdo da agua e do solo por
substancias quimicas toxicas, como pesticidas e metais, representa uma ameaga
significativa em funcdo da sensibilidade de sua pele permeéavel (BRICE; KENKO, 2022;
BOCCIONI et al., 2024). Em consequéncia ao sistema de larga escala, a agricultura
moderna exige meios rapidos e eficazes no controle de pragas através de tecnologias, que
provocam a insercao de uma grande variedade de substancias quimicas no sistema de
producdo, dentre eles os herbicidas e fungicidas responsaveis pelo controle de
crescimento de ervas daninhas e fungos, respectivamente (ALENGEBAWY et al., 2021;
ZHANG et al. 2024).

Os principais produtos agricolas langados no meio ambiente sdo residuos de
fertilizantes e agroquimicos, advindos de multiplas fontes de emissdo que afetam tanto a
biota terrestre quanto a aquatica (DELSO; TOSI, 2024). Em meio aquatico, os residuos
atingem diretamente os corpos d’dgua por irrigacdo ou indiretamente, por via de
percolacdo que pode alcancar os lencgois freaticos e da pulverizagdo dos compostos,
capazes de serem transportados via aérea e acabarem depositados na 4gua e no solo
(CARPIO et al., 2021; PANIS et al., 2022).

O glifosato € um herbicida nao seletivo de amplo espectro, usado principalmente
no controle de plantas daninhas devido ao seu mecanismo de a¢cdo por meio da inibi¢ao
da enzima EPSPS (5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase), essencial para a sintese de
aminoacidos aromaticos nas plantas (ECEIZA et al., 2022; YANNICCARI et al., 2023).
Foi desenvolvido inicialmente em 1950 pelo quimico sui¢o Henri Martin, mas sé na
década de 70 foi utilizado como herbicida pela Monsanto (atualmente Bayer)
(MARTINS-GOMES et al., 2022; ZUKER; CARDOSO, 2025). No Brasil, o glifosato ¢

amplamente utilizado em culturas que dominam o agronegdcio como soja, milho e
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algoddo (RODRIGUES et al., 2020; DE CAMPOS et al., 2021). Considerando que o
Brasil ¢ um dos maiores consumidores de agrotoéxicos do mundo, sendo o glifosato o mais
utilizado (NACANO et al., 2023; CASTILHO; LAZARETTI, 2024), entende-se a
importancia de compreender sua toxicidade em organismos como anfibios e avaliar o

cenario de monitoramento ambiental.

As avaliagdes ambientais servem para conhecer os impactos causados por
determinados produtos no meio ambiente, que dependem de sua toxicidade em
organismos aquaticos, terrestres e até mesmo em humanos (FERNANDES et al., 2023).
Esses efeitos variam de acordo com suas concentracdes em diferentes meios que vao
desde o solo até a atmosfera, além de dependerem de métodos e condigdes de aplicagdo
(ZALLER et al., 2022; SHI et al., 2024). Nesse contexto, o monitoramento ambiental
torna-se uma ferramenta extremamente importante tanto na gestao de recursos ambientais
e preservacao dos ecossistemas, quanto na busca pela qualidade de vida do ser humano
(HUANG et al., 2022; ZHOU; LI; ACHAL, 2024).

Os biomarcadores sdo considerados respostas biologicas que os organismos
apresentam quando sdo expostos a agentes poluentes ou alteracdes ambientais
(TURESKY; LU, 2020; LEMOS, 2021). Essas alteracdes podem ser observadas a nivel
celular, comportamental, bioquimico ou fisiologico, por exemplo (CALISI ef al., 2023).
Além disso, os biomarcadores sao classificados nos seguintes grupos: biomarcadores de
suscetibilidade que ajudam a analisar o limite de resisténcia de um organismo exposto a
xenobioticos; biomarcadores de exposicao que determinam se um organismo foi exposto
a um determinado xenobiotico e biomarcadores de efeito que determinam a resposta do
organismo avaliado ou os efeitos da exposi¢cdo (TURESKY; LU, 2020; PELUSO; COLL;
ARONZON, 2021; DE CARVALHO LOPES et al., 2025).

Portanto, esta pesquisa ird destacar os biomarcadores bioquimicos mais relevantes
na avaliacdo de anfibios expostos ao glifosato, com o propdsito de compreender o
potencial toxico do herbicida quando aplicado de forma isolada ou combinada com outros
xenobioticos. Além disso, fornecera uma base para estudos futuros que usem
biomarcadores e apontard caminhos futuros para estudos herpetoldgicos e bioquimicos.
Este trabalho foi baseado em estudos encontrados nas plataformas PubMed, Science

Direct, Scopus e Springer sem restri¢do de data e espécie.
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2.2 METODOLOGIA

Foi realizado um levantamento bibliografico sistematico, onde buscou-se artigos
revisados por pares em diversos bancos de dados, sendo os principais PubMed, Scopus,
Springer e Science Direct. Foram combinadas palavras-chaves como “amphibian” OU
“tadpoles” OU “anuran” OU “frogs” E “biochemical biomarkers” OU “enzymatic
activity” OU “oxidative stress” E “glyphosate” OU “roundup”, considerando palavras no
singular e plural. Inicialmente, a busca resultou em 193 artigos cientificos que, em
seguida, passaram por uma triagem e foram selecionados de acordo com os objetivos
iniciais, que eram encontrar artigos que utilizassem anfibios, o herbicida glifosato e
biomarcadores bioquimicos. Optou-se por considerar neste estudo todas as formulagdes
comerciais a base de glifosato disponiveis no mercado, que resultam da combinagao de
sais de glifosato a diferentes surfactantes, assim como estudos que analisaram a mistura
do glifosato com outros pesticidas. Os critérios de exclusdo contemplam literatura
cinzenta, documentos duplicados, relatorios técnicos e estudos que ndo atendiam aos
objetivos desta pesquisa (Fig. 3). Dessa forma, apds a triagem, foram considerados 25

artigos cientificos para essa revisao sistematica.

TRIAGEM DE ARTIGOS

Busca por artigos

Palavras-chave: “anfibio” OU “girinos” OU “anuro™ E
“biomarcadores bioquimicos” OU *atividade enzimatica” OU
“estresse oxidativo™ E “glifosato” OU “roundup™ n= 193

Triagem

Artigos cientificos excluidos por ndo atenderem aos critérios: 160
Artigos cientificos restantes: 33

Artigos aptos

Artigos utilizados neste estudo apos
avaliagdo completa: 25

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 3. Levantamento bibliografico sistematico de estudos sobre biomarcadores bioquimicos

em anfibios expostos ao herbicida glifosato.

18



2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Dados Cientométricos

A busca nas bases de dados cientificos resultou em um total de 193 artigos, que
passaram por uma triagem de acordo com os critérios de elegibilidade, a fim de selecionar
apenas os estudos relacionados a biomarcadores bioquimicos em anfibios expostos ao
glifosato. Ao final da selegdo, restaram 25 artigos cientificos utilizados para compor a
presente revisao sistematica. A distribui¢do cronologica dos estudos demonstrou que o
primeiro artigo encontrado relacionado a biomarcadores bioquimicos em anfibios que
foram expostos ao glifosato foi em 2007 e a tendéncia de publicacdes ao longo dos
proximos anos permaneceu baixa, com pouca variacdo de quantidade a cada dois ou trés
anos até 2016 (Fig. 4). Em 2019 a quantidade de publicacdes aumentou ligeiramente, com
uma queda em 2021 que pode ser justificada pelo efeito da pandemia, seguido de uma
retomada em 2022 com 6 artigos, o maior pico de estudos encontrado. Em 2023, houve

apenas 2 estudos publicados sobre o assunto.

PUBLICACOES POR ANO

N° de publicagdes
W R
I

2007 2010 2013 2015 2016 2019 2020 2021 2022 2023

Ano

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 4. Representagao grafica da distribuicdo cronolédgica de artigos acerca de biomarcadores
bioquimicos em analises de anfibios expostos ao glifosato. No eixo X estdo os anos de publicagdo

dos artigos avaliados. No eixo Y, a quantidade de artigos publicados entre os anos de 2007 e 2023.

Todavia, ainda que tenha ocorrido um breve aumento de publicacdes em 2022, a

quantidade de estudos levantados ¢ muito restrita. A baixa quantidade de pesquisas nessa
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area apresenta um cendrio preocupante em que a comunidade cientifica ¢ pouco
estimulada a se aprofundar no assunto. Isso relaciona-se a urgéncia em priorizar o
financiamento de pesquisas académicas, principalmente em paises como o Brasil que
utiliza agrotdxicos intensamente e, a0 mesmo tempo, possui a maior biodiversidade do
planeta, com 1.188 espécies de anfibios sendo 1.144 de anuros (SEGALLA et al., 2021).

Contudo, a distribuicdo geografica dos estudos levantados demonstrou uma
predominancia de grupos de pesquisa da América do Sul, a qual Brasil e Argentina
possuem maior destaque com 10 e 8 artigos respectivamente, relacionados a
biomarcadores bioquimicos em anfibios expostos ao glifosato (Fig. 5). A maior
quantidade de pesquisas no Brasil e Argentina pode justificar-se pela grande comunidade
de grupos de estudos em ecotoxicologia localizados nesses paises, aliado ao fato de serem
grandes consumidores de glifosato e detentores de uma vasta riqueza de diversidade de

anfibios em virtude do clima neotropical da regido.

NUMERO DE ARTIGOS POR PAIS

!
Brasil 9 /l

@ Argentina y 7
Turquia > 10

@® Espanha /7

@ Egito 4

® China s ===8

® EUA

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 5. Distribuigao geografica sobre os artigos publicados. Na legenda, a esquerda, esta a cor

correspondente a cada pais.
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Apesar do maior nimero de artigos publicados ser do Brasil, a quantidade total de
estudos ¢ baixa tendo em vista a importancia de estudos nessa area. A criagao de politicas
publicas que priorizem a capacitagdo para desenvolvimento de pesquisas cientificas, bem
como o investimento em tecnologias sdo de extrema importancia para que paises em
desenvolvimento sejam capazes de aumentar suas capacidades e visibilidade. Ao
considerar que o Brasil ¢ o pais com maior biodiversidade do planeta e que o glifosato ¢
usado demasiadamente em amplo territdério nacional, surge-se urgéncia em estudar e
entender como os pesticidas e outros contaminantes sdo capazes de prejudicar a fauna,
flora e a vida humana.

Conforme figura 6, dentre as espécies estudadas houve um destaque para Rhinella
arenarum (Hensel, 1867) com 7 estudos seguido de Aquarana catesbeiana (Shaw, 1802)
com 4 estudos, que pode estar relacionado a facilidade em acessa-los para estudos. Dentre
as espécies avaliadas, sdo nativas do Brasil: Scinax squalirostris, Odontophrynus
americanus, Rhinella icterica, Boana pardalis, Rhinella dorbignyi, Pseudis minuta e

Melanophryniscus admirabilis, sendo essa ultima endémica do Rio Grande do Sul.

ESPECIES ESTUDADAS
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Espécies

Fonte: elaborada pela autora.
Figura 6. Representagdo grafica das espécies de anfibios estudados. O eixo X representa a
biodiversidade de anfibios e 0 eixo Y representa a quantidade de vezes que as espécies apareceram

nos artigos.
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A respeito do status de conservagao baseado na Lista Vermelha da International
Union for Conservation of Nature (IUCN, 2025), a espécie Melanophryniscus admirabilis
encontra-se em CR (perigo critico), Pelobates cultripes em estado vulneravel (VU) e o
grau de ameaca a extingdo do restante das espécies estudadas ¢ considerado pouco
preocupante (LC).

A espécie Rhinella arenarum foi avaliada em sete estudos (LAJIMANOVICH et
al., 2010; LAJMANOVICH et al., 2013; LAJMANOVICH et al., 2015;
LAJMANOVICH et al., 2015; BOCCIONI et al., 2020; BOCCIONI et al., 2022; BASSO
et al.,2022), enquanto a Scinax squalirostris foi utilizada dois estudos (LAJIMANOVICH
et al., 2021; WINGEN et al., 2023) e a Odontophrynus americanus em um estudo
(BASSO et al., 2022). As trés espécies ocorrem no Brasil, Uruguai, Paraguai, Argentina
e Bolivia (IUCN, 2025).

A Aquarana catesbeiana, espécie utilizada em quatro artigos (WILKENS et al.,
2019; DORNELLES; OLIVEIRA; 2013; DORNELLES; OLIVEIRA, 2015; COSTA et
al., 2007) ¢ encontrada no Canada, México e Estados Unidos e Pelobates cultripes na
Franga, Portugal e Espanha (IUCN, 2025). A espécie Rhinella icterica foi utilizada por
REICHERT et al. (2022) e REICHERT et al. (2023) pode ser encontrada no Brasil,
Argentina e Paraguai. A Rhinella dorbignyi foi utilizada por BASSO et al. (2022) e é
encontrada no Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai. A Pseudis minuta foi usada no
estudo de WINGEN; CUBAS; OLIVEIRA (2022) e ¢ encontrada na América do Sul,
especificamente no Brasil, Argentina e Uruguai (IUCN, 2025).

As espécies Melanophryniscus admirabilis e Boana pardalis sdo endémicas do
Brasil, onde a primeira ocorre apenas no Rio Grande do Sul e, a segunda, nos estados da
Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, conforme dados da [IUCN
(2025). A espécie Lithobates sphenocephalus usada por GLINSKI ef al. (2021) ocorre em
alguns estados dos Estados Unidos e a Pelobates cultripes estudada por BURRACO;
GOMEZ-MESTRE (2016) ¢ encontrada na Franga, Portugal e Espanha (IUCN, 2025). A
espécie Xenopus laevis foi utilizada em trés estudos (GUNGORDU et al., 2013,
GUNGORDU et al., 2015 e TURHAN et al., 2020) e pode ser encontrada na Angola,
Botswana, Camardes, Republica Centro-Africana, Congo, Republica Democratica do,
Eswatini, Gabao, Indonésia, Italia, Lesoto, Malawi, Mog¢ambique, Namibia, Nigéria,
Africa do Sul, Zambia e Zimbabué (IUCN, 2025).

Nos artigos de GUNGORDU et al. (2013) e GUNGORDU et al. (2015) utilizou-
se a espécie Pseudepidalea viridis encontrada na Albania, Austria, Bielorrussia, Bosnia e

Herzegovina, Bulgéria, Croacia, Republica Tcheca, Estonia, Franga, Alemanha, Grécia,
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Hungria, Italia, Letonia, Lituania, Malta, Molddvia, Montenegro, Macedonia do Norte,
Polonia, Roménia, Federagdo Russa, Sérvia, Eslovaquia, Eslovénia, Tiirkiye, Tiirkiye e
Ucrania, e a espécie Pelophylax ridibundus encontrada no Afeganistdo, Arménia, Austria,
Azerbaijao, Bahrein, Bielorrissia, Bosnia e Herzegovina, Bulgaria, Croacia, Republica
Tcheca, Dinamarca, Franca, Gedrgia, Alemanha, Grécia, Hungria, Ird, Reptblica Islamica
do, Cazaquistdo, Quirguistdo, Letonia, Litudnia, Moldavia, Montenegro, Holanda,
Macedonia do Norte, Polonia, Roménia, Federacdo Russa, Arabia Saudita, Sérvia,
Eslovaquia, Eslovénia, Tajiquistdo, Turcomenistdo, Tiirkiye, Ucrdnia e Uzbequistdo
(IUCN, 2025). A espécie Microhyla fissipes utilizada por WANG et al. (2019) ¢
encontrada no Camboja, China, Hong Kong, Indonésia, Macau, Malasia, Cingapura,
Taiwan, Provincia da China, Tailandia, Vietna (IUCN, 2025).

Quanto ao estagio de desenvolvimento dos anfibios utilizados nos estudos

levantados, 92% utilizou girinos enquanto apenas 8% dos trabalhos avaliaram adultos
(figura 7).

ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO

Adultos
8%

® 23 artigos
® 2 artigos

Girinos
92%

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 7. Representacdo grafica da quantidade de estudos que utilizou girinos e adultos.

A preferéncia pela utilizacdo de girinos provavelmente deve-se a maior
suscetibilidade que essas espécies apresentam em contato com Xenobioticos devido

mudangas fisioldgicas que ocorrem durante a metamorfose, permitindo observar o efeito
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de contaminantes em diferentes estigios em um curto periodo de tempo (PEREZ
IGLESIAS, 2015). Além disso, considera-se importante a possibilidade de trabalhar com
um maior nimero de girinos ao invés de adulto, bem como realizar a manutengdo desses
animais, visto que girinos sdo mais faceis de manter em laboratorio quando comparados
a adultos, pois requerem menos espaco € recursos, ¢ dependem apenas de ambiente
aquatico para sobrevivéncia (MARCANTONIO et al., 2022).

Com relagdo aos orgdos afetados pelo glifosato e outros agroquimicos, 40% dos
estudos analisaram alteracdes no figado, seguido de 26,7% no musculo e 20% nas
branquias (Fig. 8), o que pode ser justificado pela dificuldade em analisar os 6rgdos desses
animais devido ao seu pequeno tamanho, principalmente em estudos de girinos. Apos a
absor¢ao, o glifosato ¢ transportado pelo sistema circulatdrio e metabolizado no figado, o
que pode causar estresse oxidativo e lesdes hepaticas por conta do acimulo de toxinas.
Os musculos compdem grande parte da massa corporal de anfibios, além de indicar efeitos
de toxicidade como lipoperoxidacdo e alteragdes em enzimas antioxidantes como SOD,
CAT e GPx (GAYER et al., 2021; HENTGES et al., 2023). As branquias estdo em contato
direto com a agua, o que as torna uma das primeiras estruturas a entrar em contato com

xenobidticos (NASCIMENTO, 2021).

ORGAOS AVALIADOS

Intestino
6.7%

Figado

Musculo
Figado
40%

Branquias
20%

Branquias

Pele

Intestino

Musculo
26.7%

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 8. Representacdo grafica dos orgéos afetados pelo glifosato isolado ou combinado com

outros agrotoxicos.
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Referente aos biomarcadores bioquimicos mais utilizados pelos autores nos
artigos encontrados (Fig. 9), a GST foi usada em 16 estudos (64%) e AChE em 13 (52%).
As GST sao biomarcadores bioquimicos muito utilizados devido a diversas caracteristicas
que as tornam otimas indicadoras de resposta celular ao estresse oxidativo. Essas enzimas
sdo importantes na biotransformacao de fase II, pois catalisam a conjuga¢do de GSH com
compostos toxicos (ALOKE; ONISURU; ACHILONU, 2024). A GST atua na defesa
antioxidante e ajuda a neutralizar as EROs e seus altos niveis indicam aumento de estresse
oxidativo, situagdo comum quando um organismo € exposto a um pesticida como, por
exemplo, anfibios em contato com glifosato (MELO et al., 2024; DONG et al., 2025). A
AChE por sua vez ¢ fundamental na interrup¢ao da transmissao de sinais ao promover a
rapida degradacdo do neurotransmissor acetilcolina em diversas rotas colinérgicas nos
sistemas nervoso central e periférico. A inibi¢do da enzima, provocada por diversos
inibidores, resulta na acumula¢do de acetilcolina, na hiperativagdo dos receptores
nicotinicos ¢ muscarinicos, ¢ na interrup¢do da comunicagdo neurotransmissora

(AZEVEDO MARQUES et al.,2011; RIAZ. et al. 2022; RAJAGOPALAN et al.,2023).

BIOMARCADORES AVALIADOS

Glutathione S-Transferase (GST)
Acetylcholinesterase (AChE)
Catalase (CAT)

Thiobarbituric Acid Reactive Species (TBARS)
Superoxide dismutase (SOD)
Carboxylesterase (CbE)
Butyrylcholinesterase (BChE)
Glutathione Reductase (GR)
Aspartate Aminotransferase (AST)
Lactate dehydrogenase (LDH)
Glycogen

Biomarcadores
apepnuen)

Cholesterol

Triglycerides

Glutathione Peroxidase (GPx)
Alanine Aminotransferase (ALT)
Alkaline Phosphatase (ALP)

Fatty acid binding proteins (FABP)
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Fonte: elaborada pela autora.

Figura 9. Representacgdo grafica dos biomarcadores bioquimicos avaliados nos artigos levantados.

Muitos pesticidas e agentes neurotdxicos inibem a enzima, tornando-a um
indicador sensivel de exposi¢do a neurotoxinas (AMES et al., 2025; LUCHMANN et al.,

2025). Em seguida, os biomarcadores mais utilizados foram a CAT e TBARS com 9
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artigos cada e a SOD, com 8. A SOD e a CAT indicam a capacidade antioxidante do
organismo e os TBARS refletem os danos oxidativos que ja foram definidos, sendo assim,
sao biomarcadores bastante utilizados na avaliacao de estresse oxidativo em estudos
toxicolodgicos (SVARTZ, Gabriela et al., 2020). As esterases CbE e BChE apareceram,
respectivamente, em 7 e 5 estudos. A CbE ¢ responsével por catalisar a hidrolise de ésteres
carboxilicos, transformando compostos lipofilicos em formas mais polares, a fim de
facilitar sua excrecdo (LIMA et al., 2008; HATFIELD; POTTER, 2011). A BChE
hidrolisa colina e seus ésteres como a butirilcolina, e atua na regulacdo da
neurotransmissdo (DALMOLIN et al., 2016; GOK et al., 2023). Ambas atuam na linha
de defesa contra contaminantes ambientais como pesticidas e sua inibi¢do ou
superexpressao pode indicar estresse bioquimico decorrente de contaminagao ambiental
JONES et al., 2016; SUJAYEV et al., 2016).

Acerca das revistas em que os artigos foram publicados, houve uma variedade
grande e maior frequéncia de revistas nas areas de quimica e conservacdo da
biodiversidade. A revista mais escolhida pelos autores para publicagdo de seus artigos foi
a Chemosphere com cinco artigos e, em seguida, a Environmental Science and Pollution
Research com trés artigos. Além da relevancia dessas revistas no meio cientifico, essa
tendéncia demonstra que os estudos de monitoramento ambiental podem ser integrados
por areas como ecotoxicologia, zoologia, mudangas climaticas, bioquimica e saide devido

a multidisciplinaridade envolvida nos métodos e experimentos cientificos.

REVISTAS CIENTIFICAS

Water, Air, & Soil Pollution

Science of the Total Environment

Aquatic Toxicology
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Journal of Environmental Science and Health, Part B
Environmental Science and Pollution Research
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Physiological and Biochemical Zoology
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Environmental Toxicology and Pharmacology
Ecotoxicology
Ecotoxicology and Environmental Safety

Ecotoxicology and Environmental Contamination

Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology
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Fonte: elaborada pela autora.
Figura 10. Representagdo grafica das revistas cientificas escolhida pelos autores para publicagdo

de seus artigos.
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2.3.2 Analises dos Estudos

2.3.2.1 Glifosato Isolado

COSTA et al. (2007) analisaram girinos da espécie Aquarana catesbeiana
expostos a 1 mg/L da formulagdo comercial Roundup Original®, que contém 41% de
glifosato (como sal de isopropilamina) e 15% de surfactante POEA, concentragdo
escolhida por ser considerada realista para ambientes aquaticos proximos a areas agricolas
no Brasil, que varia de 0,36 a 2,16 mg/L. Foram avaliadas as atividades enzimaticas de
SOD e CAT no figado e musculo, bem como LPO. Em relagao ao figado, houve aumento
de 81% de SOD, 189% de CAT e 55% de LPO. O aumento da atividade antioxidante
sugere resposta adaptativa ao estresse oxidativo, mas o aumento simultdneo da LPO indica
que o sistema antioxidante nao foi suficiente para neutralizar os radicais livres. No
musculo, houve diminui¢ao de SOD em 72% e CAT em 73%, contudo, a LPO aumentou
em 16%. O sistema antioxidante foi anulado, possivelmente devido a inativagdo por
peroxidos lipidicos, o que aumentou a suscetibilidade ao dano oxidativo.

BURRACO & GOMEZ-MESTRE (2016) investigaram girinos de Pelobates
cultripes expostos a 1 mg/L e 2 mg/L de glifosato conforme alteragdes das atividades de
CAT, SOD, GPx, GR ¢ TBARS. Foi observado reducao significativa de GR e leve
tendéncia de reducao de GPx, sugerindo estresse oxidativo. Tanto SOD quanto CAT nao
apresentaram mudancas e ndo houve evidéncia de dano lipidico por meio de TBARS, pois
¢ possivel que o dano celular ainda nao tenha se manifestado visivelmente.

WANG et al., (2019) estudaram girinos da espécie Microhyla fissipes e testaram
as concentragdes de 60, 90 e 120 mg/L de herbicida a base de glifosato. As proteinas de
ligagdo a acidos graxos (fatty-acid-binding proteins, FABPs) participam do transporte
intracelular de 4cidos graxos, facilitando a mobilizagdo de lipidios para beta-oxidacao
(catabolismo energético). A redugdo da expressdo das FABPs sugere uma diminui¢do na
mobiliza¢do e no uso de acidos graxos como fonte energética, o que pode estar associada
a reducao da oxidagao lipidica.

BASSO et al. (2022) investigaram os efeitos de formulagdes comerciais de
glifosato em concentragdes ambientalmente relevantes ou subletais, sobre larvas de trés
espécies de anuros neotropicais: Rhinella arenarum, Rhinella dorbignyi e Odontophrynus
americanus. Avaliou-se a resposta de AChe e BChE dos girinos expostos a concentracao
de 2,5 mg/L, considerada uma concentragao ambientalmente relevante. Nenhuma espécie

avaliada apresentou alteragdo estatisticamente significativa na atividade de AChE ou
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BChE apo6s 60 minutos de exposicao ao glifosato. Todavia, houve redugdo significativa
na distancia total percorrida, o que demonstra interferéncia em vias metabdlicas
essenciais, levando a fadiga e redugao da atividade motora.

No estudo de WINGEN; CUBAS; OLIVEIRA (2022) girinos da espécie Pseudis
minuta foram expostas a 0,65 mg/L, 1,3 mg/L e 2,6 mg/L de glifosato (Roundup) e foram
avaliados os niveis de AChE, CAT e¢ TBARS. A AChE aumentou em todas as
concentragdes testadas de Roundup, indicando possivel excitagdo colinérgica e efeito
neurotdxico agudo. Observou-se um aumento significativo da atividade da CAT apenas
na concentragdo de 1,3 mg/L, o que pode estar relacionado a uma resposta antioxidante
compensatoria. Os niveis de TBARS aumentaram em todas as concentragdes,

evidenciando estresse oxidativo e dano celular.

2.3.2.2 Glifosato e Outros Xenobidticos

LAJMANOVICH et al. (2010) avaliaram girinos de Rhinella arenarum expostos
a quatro formulagdes de glifosato, que sdo: Roundup UltraMax, Infosato, Glifoglex e C-
K Yuyos FAV. As concentragdes usadas foram 1,85mg/L, 3,75mg/L, 7,5 mg/L, 15 mg/L,
30mg/L, 60mg/L, 120 mg/L e 240 mg/L, e os biomarcadores escolhidos foram AChE,
BChE, CbE e GST. Roundup UltraMax demonstrou maior toxicidade ao causar 50% de
mortalidade a apenas 2,42 mg/L, seguido do Infosato em 38,76 mg/L, Glifoglex em 73,77
mg/L e C-K Yuyos FAV com menor toxicidade na concentragao de 77,52 mg/L. AChE e
BChE foram significativamente inibidas por todas as formulagdes, bem como GST e CbE,
0 que sugere estresse oxidativo e interferéncia no processo de desintoxicacao.

No estudo de LAJIMANOVICH et al. (2013) foram usados girinos da espécie
Rhinella arenarum expostos ao glifosato aplicado sozinho e em mistura com bispiribaque-
sodico, metsulfuron-metilico e picloram, e os biomarcadores usados foram AChE, BChE
e GST. Glifosato isoladamente causou inibi¢do significativa da AChE, sendo mais
acentuada na mistura de glifosato + metsulfuron-metilico e glifosato + picloram. A
mistura de glifosato + bispiribaque-sddico ndo inibiu significativamente as atividades de
AChE. Todos os produtos e misturas causaram inibi¢do significativa da BChE, sendo
glifosato + metsulfuron-metilico a que causou maior inibicao e glifosato + bispiribaque-
sodico que causou a menor. O glifosato, o metsulfuron-metilico e o picloram, assim como
a mistura de glifosato + metsulfuron-metilico inibiram significativamente a GST. As

misturas de glifosato + bispiribaque-sodico e glifosato + picloram ndo apresentaram
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inibicdo significativa. Ou seja, o glifosato isolado demonstrou toxicidade com inibigao
significativa das enzimas AChE, BChE e GST. As misturas com glifosato resultaram em
efeitos sinérgicos, principalmente para os biomarcadores colinesterasicos, onde todas as
misturas foram sinérgicas para BChE.

DORNELLES; OLIVEIRA (2013) investigaram os efeitos de glifosato, atrazina e
quincloraque em girinos de Aquarana catesbeiana por meio de alteragcdes em
biomarcadores bioquimicos nos tecidos das branquias, figado e musculo. As
concentragdes utilizadas foram 0,036; 0,072 e 0,144 mg/L e foram avaliados os
biomarcadores colesterol, glicogénio, lipidios totais, triglicerideos, proteinas totais e
TBARS. Nas branquias, ocorreu diminui¢do de glicogénio e de lipideos totais apenas na
maior concentracao. Ocorreu aumento de triglicérides nas menores concentragdes € um
grande aumento de lipoperoxidagdo. Colesterol e proteinas totais ndo apresentaram
alteragdes significativas nas branquias. Tanto no figado quanto nos musculos houve
redugdo em todos os biomarcadores, menos de lipoperoxidagao onde, no primeiro tecido,
seu aumento chegou a 660% e, no segundo, mais de 1000%. O glifosato causou
diminui¢do severa de reservas energéticas com glicogénio, lipidios e triglicerideos. O
aumento da lipoperoxidacdo demonstra a inducao de estresse oxidativo e a redugdo das
proteinas totais sugere o uso para geracdo de energia e/ou reparo celular. Apesar das
alteragdes bioquimicas, a taxa de sobrevivéncia de 93% indica que as respostas
antioxidantes foram eficazes.

GUNGORDU et al. (2013) avaliaram os efeitos do glifosato e metidatiio em
girinos de Pelophylax ridibundus e Pseudepidalea viridis (18,8 e 51,2 mg/L) e Xenopus
laevis (12,8 e 56,2 mg/L) por meio da avaliacdo dos biomarcadores AChE, AST, CbE,
LDH, GR e GST. Houve toxicidade aguda em P. ridibundus exposta a 27,4 mg/L de
glifosato, seguido de P. viridis exposta a 25,7 mg/L e X. laevis a 15,3 mg/L. Ocorreu
aumento significativo de todos os biomarcadores avaliados, onde GST, AChE e LDH se
mostraram mais sensiveis para detec¢do de efeitos subletais do glifosato.

GUNGORDU et al. (2015) investigaram as espécies Bufotes viridis, Pelophylax
ridibundus e Xenopus laevis exposto a um herbicida a base de glifosato, tanto isolado
quanto em mistura com metidationa. Os biomarcadores bioquimicos escolhidos foram
GST, GR, CbE, AChE, LDH e AST. O glifosato mostrou toxicidade moderada para as
trés espécies, sendo a X. laevis a mais sensivel. Sua aplicagdo isolada reduziu a atividade

de GST em X. laevis e B. viridis, j4 sua mistura com metidationa indicou maior inducao
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de metabolismo de fase II. Notou-se aumento de GR em algumas misturas dos dois
pesticidas, especialmente em X. laevis e B. viridis ao longo do tempo. O glifosato aplicado
isoladamente ndo inibiu as esterases significativamente, ja a metidationa isolada e
associada ao glifosato inibiram fortemente as esterases nas trés espécies. O glifosato
isolado reduziu AST e LDH, contudo, nas exposi¢des de metidationa isolada ou em
mistura com o glifosato ocorreu aumento significativo da atividade dessas enzimas,
sinalizando estresse metabdlico aumentado. O glifosato isolado apresentou efeitos
bioquimicos mais brandos comparado a metidationa e as misturas, demonstrando
sinergismo toxico.

No estudo de LAJIMANOVICH et al. (2015) foi avaliado o efeito de glifosato (20
mg/L), clorpirifés (10 mg/L) e 2,4-D (20 mg/L) em sapos machos adultos da espécie
Rhinella arenarum e os biomarcadores bioquimicos escolhidos foram B-esterases (BChE
e CbE) na neurotoxicidade, GST e TBARS. O glifosato ndo induziu alteragdes
significativas nos biomarcadores avaliados. Todavia, o clorpirifés causou inibigdo
significativa das enzimas BChE e CbE em relagdo ao controle e aumentou os niveis de
TBARS significativamente. O 2,4-D induziu apenas a GST, sugerindo ativagdo de
resposta antioxidante.

Foi avaliado os efeitos de glifosato, atrazina e quincloraque em girinos de
Aquarana catesbeiana por DORNELLES & OLIVEIRA (2015) por meio de alteragdes
em biomarcadores bioquimicos nos mesmos tecidos, mas dessa vez nas seguintes
concentragoes: glifosato: 0,018 mg/L; atrazina: 0,0025 mg/L e quincloraque: 0,000025
mg/L. Na andlise das branquias, houve reducdo significativa de glicogénio, proteinas
totais e triglicerideos, bem como aumento significativo de lipidios totais, LPO e
colesterol. No figado, ocorreu aumento de LPO e reducao significativa de colesterol,
glicogénio, proteinas totais e triglicerideos, sem diferenca significativa em lipidios totais.
Nos musculos, foi observado diminui¢do significativa em glicogénio, lipideos totais e
triglicerideos, enquanto o colesterol, as proteinas totais e a LPO aumentaram. A reducdo
de glicogénio nos trés tecidos indica aumento no gasto energético como resposta ao
estresse quimico. A diminui¢do de lipidios e triglicerideos por sua vez, especialmente no
figado e musculo, sugere mobilizacdo de reservas energéticas para enfrentamento da
toxicidade. O aumento de colesterol nas branquias e musculos, mas redu¢do no figado,
pode estar ligado a alteragdes no metabolismo lipidico e na integridade de membranas
celulares, além de alteragdes funcionais hepaticas. A LPO aumentada em todos os tecidos

reforca a inducdo de estresse oxidativo pelo glifosato, com destaque para as branquias
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como o tecido mais afetado.

No estudo de WILKENS et al. (2019), foi avaliado os efeitos de glifosato
(Biocarb) e sulfentrazona (Boral 500 SC) tanto individualmente quanto em mistura em
girinos da espécie Aquarana catesbeiana. Os biomarcadores utilizados foram SOD, CAT,
GST e LPO no figado e musculo caudal. No figado, ocorreu aumento de GST, enquanto
CAT e SOD foram reduzidas, contudo, LPO foi reduzido no grupo de glifosato aplicado
individualmente. No musculo caudal, CAT e SOD se mantiveram, porém a mistura dos
herbicidas reduziu fortemente a atividade de GST e a LPO, indicando possivel
comprometimento de sua capacidade antioxidante.

No estudo de LAIMANOVICH et al. (2019), foi feito ensaio agudo e cronico de
girinos de Rhinella arenarum expostos ao glifosato e arsenito isolados, bem como em
mistura de tanque, ¢ avaliou-se as atividades AChE, CbE e GST. No ensaio agudo, notou-
se aumento significativo de AChE (36,25%), CbE (22,25%) e GST (46,75%) no grupo de
glifosato isolado. Na mistura dos dois produtos ocorreu aumento sinérgico de 131,65%.
No cronico, AChE foi inibida pelo arsenito, GST aumentou com arsenito isolado ¢ CbE
nao demonstrou alteragdo significativa. Neste estudo, o glifosato isolado aumentou AChE
e CbE a curto prazo, sugerindo resposta compensatéria aguda, mas ndo apresentou efeitos
cronicos marcantes isoladamente. O aumento da GST indica ativacdo de mecanismos de
defesa antioxidantes, principalmente sob estresse agudo.

DA SILVA et al. (2020) avaliaram girinos da espécie Melanophryniscus
admirabilis expostos a 0,234mg/L e 2,34 mg/L de glifosato e 0,13 mg/L e 0,98 mg/L de
sulfentrazona. Foi avaliado glicogénio, proteinas totais e estresse oxidativo (LPO, SOD,
CAT e GST). Em relacdo as proteinas, foi visto aumento e diminui¢do em diferentes
grupos expostos ao glifosato. Foi observada reducao de glicogénio na menor concentracao
de glifosato, bem como em LPO, SOD e CAT. A queda de LPO sugere que a espécie M.
admirabilis possui um sistema antioxidante robusto, possivelmente relacionado a
exposicao precoce a alcaloides endogenos durante o desenvolvimento. Houve aumento
significativo de GST nos grupos expostos ao glifosato, destacando seu papel central na
defesa bioquimica.

MOUTINHO et al. (2020) investigaram os efeitos de glifosato, ametrina, 2,4-D,
metribuzin e acetocloro em girinos de Boana pardalis nas atividades de AChE e GST.
Todos os pesticidas aumentaram significativamente as atividades de AChE. Os autores

sugerem que esse aumento pode relacionar-se a tentativa do organismo de compensar uma
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inibicdo inicial ou a sobrecarga do sistema nervoso. Quanto a GST, os herbicidas
glifosato, 2,4-D e metribuzin ndo apresentaram alteragdo em sua atividade. Em
contrapartida, tanto ametryn e acetocloro provocaram aumento do biomarcador. Neste
cenario, embora o glifosato tenha apresentado menor toxicidade que ametryn e acetocloro,
ainda demonstrou efeitos subletais bioquimicos, como o aumento da atividade da AChE.

BOCCIONI et al. (2020) avaliaram girinos de Rhinella arenarum em exposi¢ao
ao glifosato, ao inseticida clorpirifés e aos antibiodticos ciprofloxacina e amoxicilina, e
foram avaliadas as respostas de AChE e GST. No primeiro cenario, testou-se glifosato e
clorpirifds isoladamente e uma mistura de glifosato + ciprofloxacina. No segundo cendrio,
os girinos foram expostos a glifosato + clorpirifés, além de uma mistura dos quatro
produtos. Ocorreu redugdo significativa de GST apenas na mistura de todos os produtos
avaliados no estudo. As atividades de AChE foram inibidas por glifosato + ciprofloxacina,
ciprofloxacina + amoxicilina e pela mistura de todos os produtos, sugerindo que as
misturas de poluentes tém efeitos ndo previsiveis a partir das substancias isoladas.

No estudo de TURHAN et al. (2020) a girinos de Xenopus laevis expostos ao
glifosato puro e a um produto comercial a base de glifosato nas concentracdes de até 500
mg/L para embrides e 403 mg/L para girinos, e de um produto comercial a base de
glifosato de até 50 mg/L de ingrediente ativo. Neste estudo foram avaliadas as atividades
de AChE, CaE, GST, SOD e GR. O produto a base de glifosato apresentou toxicidade
significativamente maior que o glifosato puro, sendo 32,1 mg/L em embrides e 35,1 mg/L
em girinos. Houve inibicdo significativa das enzimas GR, CbE, AChE e SOD em
exposi¢do ao glifosato, e GST ndo apresentou alteracdo. Essas alteragdes ndo ocorreram
no tratamento de glifosato puro, mesmo em concentragdes superiores.

O estudo de GLINSKI ef al. (2021) investigou como as vias de exposi¢des agua
versus solo contaminado influencia a biodisponibilidade e os efeitos bioquimicos de
glifosato e os pesticidas bifentrina, clorpirifés e trifloxistrobina. Foram utilizadas as
concentragdes de 1 ppm (ug/mL) para todos os pesticidas expostos a girinos de Lithobates
sphenocephalus. Foi realizada andlise metabolomica hepatica, onde o figado foi
processado e submetido a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa apos
extracdes bifasicas e derivatizagdo. O glifosato na dgua induziu maior abundancia de
adenina, inosina, acido latico e triptofano. Quando comparado ao solo, houve menor
abundancia de aspartato, citosina, galactose, lisina, glicina, treonina e tirosina. Essas

transformagdes sugerem estresse oxidativo e mudancas no metabolismo energético e de
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aminoacidos. A exposi¢do ao glifosato em dgua teve maior impacto no metabolismo
hepatico nos girinos comparado ao solo. Isso destaca a maior vulnerabilidade dos anfibios
em ambientes aquaticos contaminados, com biomarcadores indicativos de estresse
metabolico, alteracdes no metabolismo energético e danos oxidativos.

No artigo de OSMAN et al. (2022) utilizou-se adultos da espécie Sclerophrys
regularis em concentracdes equivalentes a 1/10 da dose de aplicagado, ou seja, 9600 mg/L
de glifosato, 480 mg/L de bifentrina, 10 mg/L de sulfato de cobre e 2500 mg/L de temefos.
Avaliou-se as atividades de AChE, GST, lactato desidrogenase (LDH), AST, ALT, ACP,
ALP e GSH. O glifosato aumentou a atividade da AChE em 110%, o que pode ser
atribuido a auséncia de grupos quimicos tipicos de inibicdo da AChE. A GST aumentou
em 126% e a GSH em 110%, o que pode relacionar-se a resposta adaptativa ao estresse
oxidativo. Ocorreu aumento de 129% de AST e 118% de ALT no figado, o que pode ser
indicado por lesdo hepatica e alteracdes no metabolismo. Houve aumento de 248% na
LDH, o que indica danos celulares e possivel hipdxia tecidual, além de aumento de 135%
de ACP e 212% de ALP, provavelmente devido a disturbios em processos digestivos e
desintoxicantes. Apesar de ndo ser letal nas condi¢des testadas, o glifosato induziu
alteracdes que demonstram danos hepaticos e estresse oxidativo.

REICHERT et al. (2022) escolheram girinos da espécie Rhinella icterica e os
expuseram ao glifosato nas concentragdes 0,1 mg/L, 0,25 mg/L e 0,50mg/L, bem como a
Atrazina e Quincloraque nas concentragdes 0,01 mg/L; 0,02 mg/L e 0,04 mg/L. A
avaliagcdo ocorreu por meio das atividades CAT, SOD e TBARS. Nao houve grandes
alteragdes nos niveis de CAT e SOD, todavia, seus menores niveis foram observados em
0,01 mg/L de atrazina e 0,5mg/L de glifosato. Os niveis de TBARS ndo apresentaram
alteragdes significativas, sugerindo que a espécie R. icterica possul mecanismos
antioxidantes eficientes nos cenarios testados.

BOCCIONI et al. (2022) investigaram a toxicidade cronica de 2,5 mg/L de um
herbicida a base de glifosato e 2,5 mg/LL de um a base de glufosinato de amdnio, assim
como sua mistura em girinos da espécie Rhinella arenarum por meio das atividades de
neurotoxicidade (AChE e BChE) e estresse oxidativo (CAT e GST). Houve aumento de
63% de AChE apenas no tratamento de glifosato, ja BChE aumentou 186% no tratamento
de glifosato e 158% na mistura, o que refor¢ga o impacto do glifosato na mistura. Quanto
ao estresse oxidativo, CAT demonstrou queda acentuada em todos os tratamentos e GST

diminuiu 21,7% na exposi¢do ao glufosinato e 39% na mistura. O glifosato isolado ndo
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alterou o GST. Embora a toxicidade do glufosinato de amoénio tenha sido mais
pronunciada, o glifosato apresentou potencial toxico nas misturas.

No artigo de LAJIMANOVICH et al. (2022) avaliou-se girinos da espécie Scinax
squalirostris exposta ao glifosato e ao glufosinato em sete concentragdes que vao de 1,56
a 100 mg/L. Os biomarcadores avaliados foram AChE, carboxilesterase (CbE) e GST e a
analise enzimatica foi realizada nos menores niveis de exposic¢ao: 1,56 mg/L, 3,12 mg/L
e 6,25 mg/L e a sobrevivéncia foi acima de 85%. Na analise de AChE, a exposi¢do ao
glifosato causou inibi¢do significativa em todas as concentragdes testadas. O glifosato
isolado ndo causou alteragdes significativas de CbE nas concentracdes utilizadas e foi a
enzima menos afetada pelo glifosato. A concentragcdo de 6,25 mg/L de glifosato causou
aumento da atividade de GST em 64%, o que sugere ativagdo de mecanismos
antioxidantes e de desintoxicagdo em resposta ao estresse quimico. O glifosato inibiu
fortemente a AChE, mesmo nas menores concentragdes, o que reforca seu potencial
toxico. Os efeitos subletais, como alteragdes enzimaticas, demonstram riscos ecologicos
significativos ainda que em concentra¢des ambientalmente realistas.

REICHERT et al. (2023) expuseram girinos de Rhinella icterica ao glifosato,
atrazina e quincloraque tanto individualmente quanto em misturas nas concentragdes de
0,25mg/L de glifosato e 0,02mg/L de atrazina e quincloraque. Foram medidos as
atividades da SOD, CAT e GST e os niveis de TBARS como biomarcadores bioquimicos.
Os autores observaram reducdo de GST nos tratamentos de glifosato isolado, bem como
nas misturas de glifosato + atrazina, glifosato + quincloraque e os trés pesticidas juntos,
o que sugere diminuicdo da capacidade de biotransformacao e eliminacao de xenobidticos
nesses grupos. O glifosato isolado apresentou valores baixos de SOD, principalmente em
comparagdo com o grupo atrazina, sugerindo menor ativacdo da defesa contra radicais
superoxidos. A atividade mais elevada de CAT foi na mistura de todos os pesticidas
indicando maior produ¢do de H20:. Os niveis de TBARS aumentaram apenas no grupo
de atrazina em comparagdo aos grupos glifosato + quincloraque e a mistura de todos os
produtos. Nos tratamentos com glifosato, houve reducao de LPO, possivelmente por agao
compensatoria do sistema antioxidante.

No artigo de WINGEN et al. (2023) foram avaliados girinos da espécie Scinax
squalirostris expostas ao glifosato (0,065mg/L, 0,25 mg/L e 0,5mg/L) e 2,4-D
(0,004mg/L, 0,015mg/L e 0,03mg/L) baseado em concentracdes ambientalmente

relevantes e permitidas na legislacdo brasileira. Os biomarcadores escolhidos foram CAT,
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GST, SOD e TBARS. A atividade de CAT aumentou cinco vezes ¢ a GST aumentou sete
vezes mais quando comparada a concentragdo de 0,25 mg/L. Os niveis de TBARS foram
significativamente menores na exposi¢cdo a 0,065mg/L e 0,25 mg/L em comparagdo ao
controle, todavia, na maior concentragao os niveis voltaram a se aproximar dos do
controle, indicando possivel exaustdo da resposta antioxidante. Nao houve alteragdes
significativas nas atividades de SOD.

Conforme tabela 1, os estudos levantados mostram alteragdes em biomarcadores

bioquimicos avaliados em diversas espécies de anfibios expostos ao glifosato.
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TABELA 1 — Espécies e contaminantes utilizados, biomarcadores bioquimicos avaliados e efeitos causados

Referéncias

Espécies

Biomarcadores bioquimicos

Efeitos causados

LAJMANOVICH et
al.,2010

LAJMANOVICH et
al.,2013

GLINSKI et al., 2021

GUNGORDU et al.,
2013

GUNGORDU et al.,
2015

LAJMANOVICH et
al., 2015

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Lithobates
sphenocephalus

Pelophylax
ridibundus,
Pseudepidalea viridis
e Xenopus laevis

Pelophylax
ridibundus,
Pseudepidalea viridis
e Xenopus laevis

Rhinella arenarum

AChE, BChE, CbE e GST

GST, BChE e AChE

Aspartato, Citosina, Galactose, Lisina, Glicina,
Treonina e Tirosina

GST, GR, CbE, AChE, LDH e AST

GST, GR, CbE, AChE, LDH e AST

CbE, GST, BChE e TBARS

Inibi¢do de AChE, BChE, CbE e GST

Diminuigdo de AChE em GLY isolado e
GLY+MET; Inibi¢do de BChE em todos os
grupos; Inibicdo de GST em GLY, MET,
PIC e na mistura GLY+MET
Na agua houve maior abundancia de
adenina, inosina, acido latico e triptofano, e
menor abundancia de aspartato, citosina,
galactose, lisina, glicina, treonina e tirosina
comparado ao solo

Aumento de AChE, AST, CbE, LDH, GR e
GST

Diminui¢ao de GST; GR aumento em
algumas concentra¢des; Aumento e
diminui¢do de LDH e AST (a depender da
espécie); O glifosato nao inibiu AChE e CbE
significativamente

Glifosato nao induziu alteragdes
significativas
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WILKENS et al., 2019

LAJMANOVICH et
al.,2019

BURRACO; GOMEZ-
MESTRE, 2016

DA SILVA et al., 2020

MOUTINHO et al.,
2020

WANG et al., 2019

BOCCIONI et al.,
2020

TURHAN et al., 2020

Aquarana catesbeiana

Rhinella arenarum

Pelobates cultripes

Melanophryniscus
admirabilis

Boana pardalis

Microhyla fissipes

Rhinella arenarum

Xenopus laevis

GST, SOD, CAT ¢ LPO

AChE, CbE e GST

SOD, CAT, GR, GPx e TBARS

Glicogénio, proteinas, acido urico, SOD, GST,
CAT e TBARS

AChE e GST

FABP

AChE e GST

GST, GR, CbE, AChE e SOD

No figado, houve aumento de GST e
diminuicao de CAT, LPO e SOD. No
musculo caudal, SOD e CAT se mantiveram
¢ GST e LPO diminuiram

Aumento de AChE, CbE e GST

Diminui¢do de GR e tendéncia de reducao
de GPx. Nao houve alteragao significativa de
SOD, CAT e TBARS

Diminui¢do de Glicogénio, TBARs, SOD e
CAT; Aumento de GST

Aumento de AChE. Nao houve alteragao
significativa de GST

Reducao de FABP

Inibi¢ao de AChE e redugao de GST

Inibicdo de CbE, AChE, GR, GST e SOD
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DORNELLES;
OLIVEIRA, 2013

DORNELLES;
OLIVEIRA, 2015

REICHERT et al.,
2022
COSTA et al., 2007

LAJMANOVICH et
al., 2022

Aquarana catesbeiana

Aquarana catesbeiana

Rhinella icterica

Aquarana catesbeiana

Scinax squalirostris

TBARS

TBARS

SOD, CAT e TBARS

SOD, CAT e LPO

AChE, CbE e GST

Aumento de LPO em todos os tecidos;
Diminuigao de lipidio total em todos os
tecidos; Nao houve alteragdo significativa de
colesterol e proteinas nas branquias, mas
houve reducao no figado e musculo.
Diminuicao de glicogénio e triglicerideos no
figado e musculo, e aumento nas branquias

Aumento de LPO em todos os tecidos; Nas
branquias, houve aumento de lipideos totais,
no musculo houve redugdo e no figado nao
houve alteracdes significativas. Aumento de
colesterol nas branquias e musculo, e
redu¢do no figado. Aumento de proteinas no
figado e musculo, e nas branquias reducao.
Diminui¢do de glicogénio e triglicerideos em
todos os tecidos

Nao houve alteracao significativa de SOD,
CAT e TBARS

Aumento de SOD e CAT no figado e
diminui¢ao no musculo; Aumento de LPO
em ambos
Inibicdo de AChE, sem alteragoes
significativas de CbE e aumento de GST
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BOCCIONI et al.,
2022

OSMAN et al., 2022

WINGEN; CUBAS;
OLIVEIRA, 2022

WINGEN et al., 2023

BASSO et al., 2022

REICHERT et al.,
2023

Rhinella arenarum

Sclerophrys regularis

Pseudis minuta

Scinax squalirostris

Rhinella arenarum,
Rhinella dorbignyi e
Odontophrynus
americanus

Rhinella icterica

AChE, BChE, GST e CAT

AChE, GST, GSH, LDH, AST, ALT, ACP ¢ ALP

GST, SOD, CAT e TBARS

GST, SOD, CAT e TBARS

AChE e BChE

GST, SOD, CAT e TBARS

Aumento de AChE e a BChE,;
Diminuicao de CAT e GST

Aumento de LDH, GST, GSH,
transaminases (AST e ALT) e fosfatases
(ACP e ALP)

Aumento de CAT e GST; Diminuigao de
TBARs. Nao houve alteragao
significativa de SOD

Aumento de CAT e GST; Diminuigao de
TBARs. Nao houve alteragao
significativa de SOD

Nao houve alteragdo significativa de
AChE e BChE

Diminui¢ao de SOD e GST; TBARs e
CAT houve diminuicao em relagao ao
controle

Fonte: elaborada pela autora.

Legenda: Acetilcolinesterase (AChE); Alanina Aminotransferase (ALT); Aspartato Aminotransferase (AST); Butirilcolinesterase (BChE); Carboxilesterase
(CbE); Catalase (CAT); Fosfatase Alcalina (ALP); Glutationa reduzida (GSH); Glutationa Peroxidases (GPx); Glutationa Redutase (GR); Glutationa S-
Transferase (GST); Lactato Desidrogenase (LDH); Lipoperoxidagdo (LPO); Proteina de ligagio a 4cidos graxos (FABP); Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbiturico (TBARS); Superéxido Dismutase (SOD).



Os artigos levantados utilizaram herbicidas a base de glifosato, sendo a marca
Roundup® a mais utilizada devido ao seu valor, facilidade de compra e ampla variedade
de produtos voltados para defesa quimica de plantagdes (MADANI, CARPENTER,
2022). Além disso, a maioria dos estudos utilizou concentragdes recomendadas pelo
fabricante, limites maximos permitidos para aguas de Classe I (consumo humano ap6s
tratamento simplificado) ou concentragdes encontradas em dguas superficiais no Brasil, a
fim de se aproximar de condi¢des de poluicao realistas (DA SILVA et al., 2020;
REICHERT et al., 2023).

Os estudos que analisaram o efeito do glifosato individual no desenvolvimento
dos anfibios utilizaram o Roundup UltraMax® nas concentra¢des 1,25 mg/L, 2,5 mg/L,
5mg/L, 10mg/L, 20 mg/L, 40mg/L e 80 mg/L (LAJIMANOVICH et al., 2019), Roundup®
Star nas concentragoes 50 mg/L, 100 mg/L e 250 mg/L (TURHAN et al., 2020), Roundup
Original® 0,65 mg/L, 1,3 mg/L e 2,6 mg/L (WIGEN; CUBAS; OLIVEIRA, 2022) e 1
mg/L e 2 mg/L de Fortin (BURRACO; GOMEZ- MESTRE, 2016), sendo esse tltimo nao
vendido no Brasil. Esses estudos apresentaram alteragdes como diminuig¢do € aumento de
AChE, CbE, SOD, GST, TBARS ¢ danos ao DNA, com exce¢do de WIGEN; CUBAS;
OLIVEIRA (2022) que nao observaram efeitos significativos de SOD, CAT, GST e
TBARS de Roundup Original® na espécie Pseudis minuta.

No estudo de BASSO et al. (2022) com as espécies Rhinella arenarum, Rhinella
dorbignyi e Odontophrynus americanus utilizou-se as concentragdes 2,5 mg/L de
glifosato e ndo houve alteragdo significativa de AChE e BChE. A enzima AChE age na
propagacdo do impulso nervoso e inativa a a¢do do neurotransmissor acetilcolina,
hidrolisando-o em acetato e colina (DE MAMBRO, DE SOUZA, DA SILVA, 2022) e a
BChE, por sua vez, participa da hidrolise de ésteres de colina de maneira semelhante a
AChE, sendo considerada uma enzima de reserva e biomarcador de exposi¢do a
substancias toxicas, como organofosforados e carbamatos. J& no artigo de OSMAN et al.
(2022), as concentragdes de 9600 mg/L de glifosato, 480 mg/L de bifentrina, 10 mg/L de
sulfato de cobre e 2500 mg/L de temefos ndo causaram alteragdo nas atividades das
enzimas LDH, GST, GSH, AST, ALT, ACP e ALP no figado de adultos da espécie
Sclerophrys regularis. Em paralelo, COSTA et al. (2007) observaram aumento de SOD e
CAT no figado e diminuicao no musculo de girinos de Aquarana catesbeiana expostos

em 1 mg/L de Roundup Original®.
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Acerca dos limites de glifosato permitidos no Brasil conforme Tabela 2, os dados
compilados abrangem diferentes formulagdes do glifosato e outros herbicidas utilizados
em combinacdo, bem como suas respectivas concentragdes aplicadas nas analises com
anfibios. Os estudos analisados demonstraram uma variagao nas concentragoes utilizadas,
desde valores baixos, como 0,0097 mg/L (LAJMANOVICH et al., 2013), até
concentragdes significativamente mais altas, como 500 mg/L (TURHAN et al., 2020).
Essa diferenca pode ser atribuida aos diferentes objetivos do estudo e metodologias
empregadas nos experimentos, além das distintas formulagdes de glifosato utilizadas.

Dentre os estudos revisados, observou-se que a marca Roundup® foi a mais
empregada, aparecendo em diversas pesquisas, como as de Costa et al. (2007),
Lajmanovich et al. (2010, 2013, 2015, 2019), e Glingordii et al. (2013, 2015). A presenga
recorrente dessa formulagdao pode estar associada a sua ampla comercializagdo e a sua
utilizagdo frequente na agricultura (MARIA et al., 2020). Os estudos também indicam
que as concentracdes utilizadas geralmente seguem trés padrdes principais: (I)
concentracdes recomendadas pelos fabricantes, (II) limites maximos permitidos para
aguas de Classe I, e (III) concentracdes detectadas em aguas superficiais no Brasil (DA

SILVA et al., 2020; REICHERT et al., 2023).
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TABELA 2 - Concentracao de glifosato utilizada nos artigos.

Referéncias

Contaminantes

Concentragoes

COSTA et al., 2007

LAJMANOVICH et al.,
2010

LAJMANOVICH et al.,
2013

GUNGORDU et al., 2013

DORNELLES; OLIVEIRA,
2013

GUNGORDU et al., 2015

LAJMANOVICH et al.,
2015

DORNELLES; OLIVEIRA,
2015

Glifosato (Roundup Original)

Glifosato (Roundup UltraMax), Metsulfuron-
metilico, Bispyribac-sodium e Picloram

Glifosato (Roundup UltraMax), Metsulfuron-
metilico, Bispiribaque-sodico e Picloram

Glifosato (Roundup Star) e Metidationa

Atrazina, Glifosato e Quincloraque

Roundup® Star e Metidationa

Glifosato (Roundup UltraMax), Clorpirifos e 2,4-D

Atrazina, Glifosato e Quincloraque

1 mg/L
1,85 mg/L, 3,75 mg/L, 7,5 mg/L, 15 mg/L, 30 mg/L,
60 mg/L, 120 mg/L e 240 mg/L

0,0097 mg/L; 0,0195 mg/L; 0,039 mg/L; 0,0781 mg/L;
0,1562 mg/L; 0,3125 mg/L; 0,625 mg/L; 1,25 mg/L;
2,5 mg/L; 5 mg/L; 10 mg/L; 20 mg/L; 40 mg/L; 80
mg/L e 160 mg/L

P. viridis e P. ridibundus: 18,8 e 51,2 mg/L; X. laevis:
12,8 € 56,2 mg/L

0,036 mg/L; 0,072 mg/L e 0,144 mg/L

0,8 mg/L; 1,6 mg/L; 3,2 mg/L; 6,4 mg/L e 12,8 mg/L

20 mg/L, 10 mg/L e 20 mg/L

0,0025 mg/L; 0,018 mg/L e 0,000025 mg/L




BURRACO;
GOMEZ-MESTRE, 2016

WILKENS et al., 2019

LAJMANOVICH et al.,
2019

WANG et al., 2019

DA SILVA et al., 2020

MOUTINHO et al., 2020

BOCCIONI et al., 2020

TURHAN et al., 2020

GLINSKI et al., 2021

REICHERT et al., 2022

Glifosato (Fortin)

Glifosato (Biocarb) e Sulfentrazona (Boral 500 SC)

Glifosato (Roundup UltraMax) e Arsenito

Glifosato (KISSUN)

Glifosato (Roundup Original) e Sulfentrazona
(Boral 500 SC)

Glifosato, Ametrina, 2,4-D, Metribuzin e
Acetocloro

Amoxicilina, Ciprofloxacino, Clorpirifos e
Glifosato

Glifosato (Roundup Star)
Bifentrina , Clorpirifos, Glifosato e Trifloxistrobina

Glifosato (Roundup), Atrazina (Primole) e
Quincloraque (Facet)

1 mg/L e 2 mg/L

0,234 mg/L

1,25 mg/L, 2,5 mg/L, 5 mg/L, 10mg/L, 20 mg/L,
40mg/L e 80 mg/L

60 mg/L, 90 mg/L e 120 mg/L

0,234mg/L e 2,34 mg/L

2,40 mg/L

1,25 mg/L e 2,5 mg/L

50 mg/L, 100 mg/L e 250 mg/L
1 mg/L

Glifosato: 0,1mg/L, 0,25mg/L e 0,50mg/L; Atrazina e
Quincloraque: 0,01 mg/L; 00,02 mg/L e 0,04 mg/L
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LAJMANOVICH et al.,
2022

BOCCIONI et al., 2022

OSMAN et al., 2022

WINGEN; CUBAS;
OLIVEIRA, 2022

BASSO et al., 2022

WINGEN et al., 2023

REICHERT et al., 2023

Glifosato (Mifos) e Glufosinato (Liberty)

Glifosato (Mifos) e Glufosinato de Amonio
(Timo6n)

Glifosato, Temef6s ¢ Bifentrina

Glifosato (Roundup Original)

Glifosato (Roundup Ultramax)

Glifosato (Roundup) e 2,4-D (DEZ)

Glifosato, Atrazina e Quincloraque

1,56 mg/L a 100 mg/L

Glifosato: 2,5 mg/L e Glufosinato: 2,5 mg/L

0,01 mg/L, 0,48 mg/L 2,5 mg/L e 9,6 mg/L

0,65 mg/L, 1,3 mg/L e 2,6 mg/L

2,5 mg/L

Glifosato: 0,065 mg/L, 0,25 mg/L e 0,5 mg/L; 2,4-D:

0,004 mg/L, 0,015 mg/L e 0,03 mg/L

Glifosato: 0,25 mg/L; Atrazina e Quincloraque: 0,02
mg/L

Fonte: elaborada pela autora
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Quanto aos efeitos observados nos estudos incluidos na revisdo, destacam-se
alteragdes nos biomarcadores bioquimicos como a acetilcolinesterase (AChE),
superdxido dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST), que apresentaram redugo
ou aumento dependendo da espécie e da concentragdo do herbicida administrada (BASSO
et al., 2022; OSMAN et al., 2022). A presenga de outros agroquimicos nas pesquisas
como a atrazina, o quincloraque e o clorpirifés (DORNELLES; OLIVEIRA, 2013, 2015;
BOCCIONI et al., 2020) também refor¢a a complexidade da interagdo entre os diferentes
poluentes ambientais. Estudos como os de Boccioni et al. (2020, 2022) destacaram que a
combinacao de glifosato com outros contaminantes pode potencializar efeitos adversos
sobre os organismos. A padronizagdo das concentrag¢des utilizadas nos experimentos € a
comparagdo entre diferentes formulagdes de glifosato sdo essenciais para garantir uma
melhor compreensao dos impactos do herbicida sobre os anfibios. Estudos futuros devem
continuar explorando os efeitos a longo prazo dessas substancias, especialmente em
relacdo a exposicao cronica e ao impacto em estagios de desenvolvimento mais avangados
dos anfibios.

Referente as misturas de glifosato com outros agrotéxicos em rotas toxicologicas,
tanto LAJMANOVICH et al. (2010) quanto LAJMANOVICH ef al. (2013) observaram
diminui¢do de AChE na espécie Rhinella arenarum exposta ao Roundup UltraMax®, no
qual o primeiro analisou as concentracdes 1,85 mg/L, 3,75 mg/L, 7,5 mg/L, 15 mg/L, 30
mg/L, 60 mg/L, 120 mg/L e 240 mg/L e, o segundo, 0,0097 mg/L; 0,0195 mg/L; 0,039
mg/L; 0,0781 mg/L; 0,1562 mg/L; 0,3125 mg/L; 0,625 mg/L; 1,25 mg/L; 2,5 mg/L; 5
mg/L; 10 mg/L; 20 mg/L; 40 mg/L; 80 mg/L e 160 mg/L. Na pesquisa de REICHERT et
al. (2023) foi utilizado 0,25 mg/L de glifosato e 0,02 mg/L de atrazina e quincloraque na
espécie Rhinella icterica, onde notou-se alteragcdes nas atividades de GST, SOD, CAT e
TBARS, diferente de seu estudo anterior com a mesma espécie nas concentragdes 0,1
mg/L, 0,25 mg/L ¢ 0,50 mg/L de glifosato € 0,01 mg/L; 0,02 mg/L e 0,04 mg/L de atrazina
e quincloraque (REICHERT et al., 2022). Moutinho ef al. (2020) usaram 2,40 mg/L de
glifosato isolado e em mistura com outros pesticidas (ametrina, metribuzin, acetocloro e
2,4-D), o que resultou em aumento de AChE em todos os tratamentos, porém, sem
alteragdes significativas nos niveis de GST.

Ao analisar girinos da espécie Rhinella arenarum, BOCCIONI et al. (2022)
observaram inibicdo de AChE e reducdo de GST em 2,5 mg/L de glifosato. Os autores
relataram haver atraso no desenvolvimento de girinos e inducdo de teratogénese nas

concentracoes de 1,25 mg/L e 2,5 mg/L de glifosato. Nas concentragdes 0,065 mg/L, 0,25



mg/L e 0,5 mg/L de glifosato, WINGEN et al. (2023) notaram aumento dos niveis de
CAT no tratamento de 0,5 mg/L de glifosato e aumento significativo de GST na mesma
concentracdo em comparagdo ao tratamento de 0,25 mg/L. Nao houve alteragdo dos
niveis de SOD.

Atualmente a ANVISA (2024) fornece os seguintes valores de referéncia
toxicologico de glifosato seguros para saude humana: Ingestao Didria Aceitavel (IDA) 0,5
mg/kg peso corporal (p.c.); Dose de Referéncia Aguda (DRA) = 0,5 mg/kg p.c. e Nivel
Aceitavel de Exposicdo Ocupacional (Acceptable Operator Exposure Level - AOEL) =
0,1 mg/kg p.c./dia. Em paralelo, o Instituto Brasileiro de Defesa do Consumidor publicou
em 2021 e 2022 um estudo denominado “Tem Veneno Nesta Embalagem (Volume 1 e
2)” com dados de 24 produtos divididos em oito categorias de alimentos derivados de leite
e carne. O resultado demonstrou que em 14 dos 24 produtos havia pesticidas, sendo o
glifosato e seus metabodlitos o mais comum, aparecendo em nove do total analisado

(NACANO et al., 2023).



2.4 CONCLUSOES

Os biomarcadores bioquimicos sdo ferramentas essenciais para avaliar os
impactos ambientais do glifosato e outros agroquimicos sobre os anfibios. Eles podem ser
aplicados no monitoramento ambiental como indicadores precoces de toxicidade, nos
quais os biomarcadores bioquimicos respondem rapidamente a presenca de contaminantes
e podem servir como sinal de alerta precoce antes que os impactos se tornem irreversiveis
para uma populacdo de anfibios ou para todo um ecossistema. A alteragdo dos
biomarcadores pode ser associada a efeitos populacionais, como menor taxa de
reprodug¢do e aumento na mortalidade, o que colabora na tomada de decisdes para politicas
de conserva¢do e regulamentacdo do uso de pesticidas. Esses fatores fazem dos
biomarcadores bioquimicos uma ferramenta fundamental para avaliar a qualidade
ambiental e os riscos ecotoxicologicos do uso continuo do glifosato.

Algumas lacunas na literatura poderiam ser abordadas em estudos futuros. Por
exemplo, a maioria das pesquisas se concentra em girinos (92%), enquanto os impactos
no estadgio adulto sdo pouco explorados. Além disso, a maioria dos estudos avalia
impactos agudos, entretanto, a exposi¢do cronica a baixas doses pode ser ainda mais
prejudicial para o metabolismo e a sobrevivéncia das espécies. Fatores ambientais como
a variacdo de pH e temperatura, bem como a presenca de outros poluentes podem
modificar os efeitos do glifosato nos biomarcadores bioquimicos.

A quantidade de artigos reunidos nesta revisdo sistematica demonstra que os
estudos acerca de biomarcadores bioquimicos em anfibios como monitoramento a
exposi¢ao do glifosato ainda sdo escassos, dado o uso intenso do herbicida no Brasil, bem
como a grande biodiversidade encontrada no pais. Com o constante aumento do
agronegocio, o uso de glifosato e outros fitossanitarios tém sido intensificados. O uso de
herbicidas em larga escala somado as mudancas climaticas e desmatamento prejudicam o
equilibrio de ecossistemas e a relagao entre diversas espécies de anfibios e outros animais,
que se tornam vulneraveis ao risco de extingao.

Com base nessa revisao sistematica, espera-se que mais pesquisas sejam realizadas
e que pesquisadores sejam motivados a buscar respostas para lacunas ainda nao
respondidas, a fim de preservar espécies de anfibios no Brasil e em outros paises que

utilizam intensivamente o glifosato e outros agroquimicos.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Essa revisdo sistematica compilou e analisou 25 estudos publicados entre 2007 e 2023,
destacando os principais efeitos do glifosato sobre esses organismos. Os resultados indicaram
que a exposicao ao glifosato, mesmo em baixas concentragdes (0,01 mg/L), pode induzir
estresse oxidativo, comprometer processos metabolicos e afetar o desenvolvimento dos anuros,
apresentando o potencial risco ambiental do uso indiscriminado do agrotoxico. Concentragdes
mais elevadas mostraram efeitos ainda mais severos como alteracdes comportamentais,
comprometimento do metabolismo e aumento da taxa de mortalidade. Apesar dos avangos na
pesquisa sobre os efeitos bioquimicos do glifosato em anuros, ainda ha lacunas que precisam
ser preenchidas. A maioria dos estudos analisados avaliou os impactos da exposi¢do aguda ao
herbicida, enquanto os efeitos da exposicdo cronica e de formulagdes comerciais ainda sao
pouco explorados. Além disso, 92% dos estudos foram conduzidos em girinos, com poucos

trabalhos avaliando os efeitos do glifosato em individuos adultos.

Diante desse cenario, recomenda-se que estudos futuros priorizem a investigagdo dos
efeitos do glifosato em diferentes estagios de desenvolvimento dos anuros, e considerem
concentracdes ambientalmente relevantes, bem como formulagdes comerciais. Além disso, a
ampliacao de estudos de outras espécies de anfibios ¢ a analise de interagdes entre multiplos
contaminantes podem contribuir para uma compreensao mais abrangente dos impactos desse
herbicida na biodiversidade. Por fim, espera-se que esta revisdo sistematica sirva como
referéncia para futuras pesquisas na area de ecotoxicologia, incentivando a adogdo de
estratégias mais eficazes para o monitoramento ambiental e para a formulagdo de politicas

publicas voltadas a conservagao dos anfibios.
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