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RESUMO 

 

O incremento da produção agrícola levou a uma crescente utilização de agrotóxicos, que 

vem ocasionando a degradação e poluição de diferentes ecossistemas associados às 

lavouras, sobretudo ecossistemas aquáticos. Além disso, o uso indiscriminado destas 

substâncias pode resultar em alterações fisiológicas, como o aumento de agentes 

oxidantes no organismo, inclusive em espécies não-alvo. O impacto antrópico 

decorrente do uso de agrotóxicos, provavelmente, é um dos fatores responsáveis pelos 

declínios observados em populações de anfíbios ao redor do mundo, visto que 

constituem um grupo de animais bastante sensíveis a diversos fatores ambientais. Com 

isso, o presente estudo buscou avaliar os efeitos fisiológicos decorrentes da exposição a 

diferentes concentrações do herbicida Quinclorac, amplamente utilizado nas lavouras de 

arroz do Rio Grande do Sul, sobre a atividade das enzimas antioxidantes Glutationa S-

Transferase (GST), Superóxido Dismutase (SOD) e Catalase (CAT), além dos níveis de 

lipoperoxidação (LPO), no tecido muscular de girinos de Lithobates catesbeianus. Os 

animais foram adquiridos em um ranário e aclimatados no Laboratório de Fisiologia da 

Conservação, PUCRS, onde também foram realizados os procedimentos experimentais. 

Após o período de aclimatação, os girinos foram expostos a quatro diferentes 

concentrações (0,05, 0,10, 0,20 e 0,40 μg/L) do herbicida durante sete dias; findo este 

período, os animais foram sacrificados e o tecido muscular foi retirado para a realização 

das dosagens bioquímicas em espectrofotômetro. Os resultados obtidos revelaram um 

decréscimo na atividade das enzimas GST, SOD e CAT nos grupos expostos ao 

herbicida, em comparação aos controles, sugerindo a inibição do sistema antioxidante 

enzimático. Além disso, não se observou dano oxidativo no tecido muscular dos girinos, 

resposta evidenciada pela redução dos níveis de LPO nos grupos expostos ao herbicida. 

Tais resultados permitem sugerir a ativação do sistema antioxidante não-enzimático, 

evitando ou contendo danos teciduais no tecido muscular, bem como uma readaptação 

fisiológica dos animais, provavelmente facilitada pela alta plasticidade adaptativa de L. 

catesbeianus. Contudo, outros estudos seriam necessários a fim de elucidar como esta 

espécie reagiria frente a maiores concentrações deste herbicida, bem como a resposta de 

outras espécies, sobretudo espécies nativas, normalmente mais suscetíveis à ação de 

xenobióticos. 

 

Palavras-chave: Agrotóxicos; Quinclorac; estresse oxidativo; Lithobates catesbeianus. 



ABSTRACT 

 

Higher agricultural production has led to increased use of pesticides, which is causing 

the degradation and pollution of different ecosystems associated with crops, especially 

aquatic ecosystems. Furthermore, the indiscriminate use of these substances can result 

in physiological alterations, such as the increase of oxidative agents in the organism, 

including in non-target species. The anthropic impact of the use of pesticides is 

probably one of the main factors causing the declines observed in amphibian 

populations around the world, which are a group of animals very susceptible to various 

environmental factors. Thus, this study aimed to evaluate the physiological effects 

resulting from exposure to different concentrations of Quinclorac, a widely used 

herbicide  in the rice fields in Rio Grande do Sul, on the activity of antioxidant enzymes 

glutathione S-transferase (GST), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), and 

the levels of lipid peroxidation (LPO) in muscle tissue of Lithobates catesbeianus 

tadpoles. The animals were acquired in a frog farm and acclimated in the Conservation 

Physiology Laboratory, PUCRS, where the experimental procedures were placed. After 

the acclimation period, the tadpoles were exposed to four different concentrations (0,05, 

0,10, 0,20 and 0,40 μg/L) of the herbicide for seven days; after this period, the animals 

were sacrificed and muscle tissue was removed for biochemical measurements in a 

spectrophotometer. The results showed a decrease in the activity of the enzymes GST, 

SOD and CAT in the groups exposed to the herbicide, compared to controls, suggesting 

inhibition of the enzymatic antioxidant system. Furthermore, there was not oxidative 

damage in the muscle tissue of the tadpoles, because the LPO levels were reduced in the 

groups exposed to the herbicide. Such results allow to suggest that the nonenzymatic 

antioxidant system was activated, avoiding or containing muscle tissue damage, and a 

physiologic readaptation of the animals, probably facilitated by the high adaptative 

plasticity of L. catesbeianus. However, other studies are needed to elucidate how this 

species would react faced higher concentrations of this herbicide, as well as the 

response of other species, especially native species, usually more susceptible to 

xenobiotic action.  

 

Keywords: Agrochemicals; Quinclorac; oxidative stress; Lithobates catesbeianus. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 INFLUÊNCIAS ANTRÓPICAS SOBRE OS ECOSSISTEMAS: IMPACTOS 

AMBIENTAIS DECORRENTES DO USO INDISCRIMINADO DE 

AGROTÓXICOS 

 

Atualmente, as atividades humanas decorrentes do crescente processo de 

desenvolvimento industrial, urbano e agrícola vêm causando impactos e alterações em 

diferentes ecossistemas, promovendo modificações, muitas vezes irreversíveis, nestes 

ambientes (Bohrer, 1995).  

A agricultura, inicialmente, era uma atividade de subsistência, porém, o aumento 

da população mundial levou a uma maior demanda por alimentos e, consequentemente, 

à necessidade de incremento da produção agrícola, principalmente para fins comerciais. 

Com isso, ocorreu uma crescente utilização de substâncias conhecidas como 

agrotóxicos, e o subsequente aumento de despejos realizados pela atividade agrícola, 

que afetam de forma negativa diferentes ecossistemas, sendo a poluição aquática uma 

das maiores preocupações devido a perspectivas de escassez futura (Costa, 2004).  

Agrotóxicos, defensivos agrícolas, pesticidas, praguicidas, remédios de planta ou 

veneno são denominações relacionadas a um grupo de substâncias químicas utilizadas 

no controle de organismos considerados pragas e doenças de plantas (Peres e Moreira, 

2003), sendo que agrotóxico ou pesticida são os termos mais comumente utilizados para 

se referir a tais substâncias.  

De acordo com o artigo 1º, inciso IV, do Decreto nº 4.074 de 04 de janeiro de 

2002, que regulamenta a Lei Federal nº 7.082, de 11 de julho de 1989, agrotóxicos: 

 

“São definidos como produtos e agentes de processos físicos, químicos ou 

biológicos destinados ao uso nos setores de produção, no armazenamento e 

beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na proteção de florestas, 

nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, 

hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composição da flora ou de 

fauna, a fim de preservá-las de ação danosa de seres vivos considerados 

nocivos, bem como as substâncias e produtos empregados como 

desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.” 

(BRASIL, 2002, p.1). 

 

 

O termo agrotóxico inclui inseticidas (usados no controle de insetos), fungicidas 

(controlam fungos patógenos), herbicidas (combate às plantas invasoras), fumigantes 
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(combate às bactérias do solo), algicida (combate a algas), avicidas (combate a aves), 

nematicidas (controlam nematoides), moluscidas (combate moluscos), acaricidas 

(usados no controle de ácaros), além de reguladores de crescimento, desfolhantes 

(combate a folhas indesejadas) e dessecantes (Baird, 2006; Silva & Fay, 2004).  

Os agrotóxicos estão distribuídos nas classes I, II, III ou IV, de acordo com o 

nível de toxicidade, correspondendo a extremamente tóxicos, altamente tóxicos, 

medianamente tóxicos e pouco tóxicos, respectivamente (Braibante & Zappe, 2012); 

contaminam o ar, solo, águas superficiais e subterrâneas, e podem se acumular em 

organismos da cadeia biológica, causando danos em animais silvestres e até em 

humanos (Meirelles et al., 1991). 

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, as vendas de 

pesticidas entre 1999 e 2004 aumentaram cerca de 190% (MAPA, 2004), com destaque 

para os herbicidas e inseticidas. Nesse contexto, o Brasil é um dos maiores 

consumidores de agrotóxicos do mundo e o principal da América Latina, sendo 

considerado, em 2008, como o maior consumidor mundial (SINDAG, 2009) e, desde 

então, ocupando o primeiro lugar no ranking dos países consumidores de agrotóxicos 

(Carneiro et al., 2012). Essa prática tem contribuído para a degradação e fragmentação 

de diferentes ecossistemas, sobretudo ecossistemas aquáticos, além de ocasionar 

declínios populacionais de várias espécies, inclusive espécies não-alvo. 

 

1.2 A PRODUÇÃO DE ARROZ NO RIO GRANDE DO SUL E O HERBICIDA 

QUINCLORAC 

 
O arroz (Oryza sativa) é um dos alimentos mais importantes para a nutrição 

humana, sendo a base alimentar de mais de três bilhões de pessoas. É o segundo cereal 

mais cultivado no mundo, sendo que a dimensão total de áreas que possuem cultura de 

arroz é de, aproximadamente, 158 milhões de hectares (SOSBAI, 2010). 

O Brasil está entre os dez maiores produtores mundiais de arroz (USDA, 2014), 

sendo a Região Sul a maior produtora nacional, e o Rio Grande do Sul responsável por 

cerca de 68,1% da produção total brasileira (cerca de oito milhões de toneladas) (IBGE, 

2014). Em torno de 133 municípios do Estado produzem arroz (IRGA, 2014), sendo que 

a rizicultura se caracteriza como uma cultura agrícola com forte impacto na economia 

rio-grandense, apresentando um valor bruto de produção de cinco bilhões de reais, o que 

representaria mais do que 3% de ICMS e 2,74% do PIB (SOSBAI, 2010).  
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Com a redução das áreas disponíveis para produção, torna-se indispensável à 

busca de novas alternativas que conciliem cultivos intensivos com elevadas 

produtividades (Embrapa, 2004). Com isso, foram desenvolvidos três tipos principais de 

ecossistemas de arroz: os de terras altas, os de várzeas úmidas e os irrigados por 

inundação. Neste último, as aplicações de agrotóxicos são seguidas pela inundação das 

lavouras (Resgalla et al., 2002), deixando os organismos aquáticos e semi-aquáticos 

diretamente expostos à ação direta destes poluentes. 

Dentre estes, o sistema de produção de arroz irrigado por inundação é o mais 

expressivo, representando 80% do arroz produzido no mundo, e sendo responsável por 

aproximadamente 93% do total da produção brasileira (Embrapa, 2004). Na Região Sul, 

a orizicultura irrigada é responsável por 70% da produção nacional. Aproximadamente 

65% da produção de arroz irrigado do Brasil ocorrem nas chamadas várzeas ou terras 

baixas, principalmente em Santa Catarina e no Rio grande do Sul, que é o Estado que 

mais produz utilizando o sistema de cultivo irrigado com lâmina contínua, elevando o 

índice de uso de água na agricultura (Gomes et al., 2004). 

Dentro desse contexto, o herbicida Quinclorac (3,7-dicloro-8-quinolino 

carboxílico), vendido sob o nome comercial Facet
®
, é um agente amplamente utilizado 

nas lavouras de arroz, pois é de fácil aplicação e apresenta um controle eficaz de ervas 

daninhas pré e pós-emergentes, como Echinochloa sp., Digitaria sp., e Setaria sp. 

(Martinez et al., 1998; Schmidt et al., 1998). No Brasil, é aplicado nas culturas de arroz 

na forma de spray (pulverização) (Rodrigues & Almeida, 1998).  

É um herbicida sistêmico, que é rapidamente absorvido por sementes em 

germinação, raízes e folhas, e é translocado na planta tanto da base para o ápice quanto 

o contrário (Berghaus & Wuerzer, 1989; Grossmann, 1998; Lamoureux & Rusness, 

1995). Por ser um herbicida mimetizador de auxinas, o Quinclorac atua de forma 

bastante semelhante às auxinas naturais presentes nos vegetais. Pode ocasionar 

alterações no metabolismo de ácidos nucléicos e em aspectos metabólicos da parede 

celular, causando a epinastia em folhas e raízes, além de interrupção do floema, levando 

à morte da planta em um período de 3 a 5 dias ou em poucas semanas (Ferreira et al., 

2005; Hess & Weller, 2000). 

Possui uma meia-vida que pode variar entre 18, 36, 44, 50 ou 166 dias (McElroy 

& Breeden, 2006) e, segundo Grossmann & Kwiatkowski (2000), é um herbicida 

seletivo pertencente à Classe III, ou seja, de baixa toxicidade ao homem e aos animais; 

porém, na bula, o fabricante afirma que este produto pode causar danos em ambientes 
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aquáticos, em longo prazo. Por ser altamente solúvel em água e relativamente móvel 

(Zanella et al., 2002), no caso de culturas de arroz irrigado, mesmo em cuidado com 

áreas vizinhas como recomenda o fabricante, acredita-se que o Quinclorac pode ser 

encontrado longe do local de aplicação, afetando não apenas as espécies da cultura 

selecionada.  

De acordo com Marchesan et al. (2007), as diretrizes para qualidade da água no 

Brasil, não incluem as concentrações máximas permitidas para o uso deste herbicida na 

agricultura, representando um potencial risco ambiental. 

 

1.3 A ECOTOXICOLOGIA E A AVALIAÇÃO DOS EFEITOS 

FISIOLÓGICOS DECORRENTES DA EXPOSIÇÃO A AGROTÓXICOS 

 

1.3.1 ECOTOXICOLOGIA 

 

De acordo com Soares (1990):  

 

“A necessidade em monitorar o espectro dos efeitos de ações antrópicas 

sobre os diferentes ecossistemas levou à criação da Ecotoxicologia, ciência 

que estuda os efeitos de agentes químicos tóxicos em nível de indivíduo, e 

suas consequências na estrutura e funcionamento das populações, 

comunidades e ecossistemas” (Soares, 1990, p.43-52). 

 

 

Tradicionalmente, análises físicas e químicas são as mais utilizadas na 

caracterização de resíduos líquidos, porém, por diversas vezes, as contaminações que 

ocorrem em ambientes aquáticos mostram-se imperceptíveis às análises químicas 

tradicionais. Com isso, a avaliação dos efeitos causados em organismos aquáticos, a 

partir da exposição a substâncias potencialmente tóxicas, como mortalidade e alterações 

comportamentais e fisiológicas, têm sido crescentemente considerada como mais 

precisa no controle de despejos que podem causar impacto, principalmente ao ambiente 

aquático (Lebboroni et al., 2006), e podem alertar a respeito da presença de substâncias 

com alto potencial de devastação ambiental (Vasconcelos, 2014).  

Nesse sentido, a ecotoxicologia aquática surgiu com o princípio de explicitar as 

contaminações ocasionadas ao ambiente aquático, através da realização de testes de 

toxicidade em espécies com aspectos biológicos e ecológicos bem conhecidos, que 

sejam sensíveis a perturbações ambientais e representativas na teia trófica, onde 
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qualquer alteração causada nesses indivíduos poderá desencadear uma série de 

respostas, capaz de afetar todos os níveis tróficos (Lebboroni et al., 2006). Por meio 

desses testes são fornecidas informações sobre o perigo potencial dos efeitos de uma 

substância tóxica aos organismos, que podem incluir tanto a letalidade quanto efeitos 

subletais, como alterações no desenvolvimento, crescimento, reprodução, mutagênese, 

teratogênese, carcinogênese e desordens comportamentais (Baudo, 1987). 

Os testes de toxicidade consistem, basicamente, na exposição (aguda ou crônica) 

de organismos a substâncias potencialmente tóxicas, visando à observação e análise das 

respostas destes organismos à substância testada. Na exposição aguda, os organismos 

entram em contato com o composto químico por um curto período de tempo, em um 

evento único (Adams, 1995). Nesse tipo de exposição, os efeitos observados são 

imediatos (Tomita & Beyruth, 2002), principalmente a letalidade, a partir da qual se 

determina a CL50, concentração do contaminante que ocasiona a mortalidade de 50% 

dos organismos expostos em cada tratamento (Rand & Petrocelli, 1995). Na exposição 

crônica, os organismos geralmente são expostos a uma concentração menor do 

composto, porém, este é liberado continuamente ou com certa periodicidade, durante 

um período maior de tempo. Os efeitos causados por esse tipo de exposição podem se 

demonstrar rapidamente, como em uma exposição aguda, ou ao longo do ciclo de vida, 

devido à bioacumulação desses compostos (Tomita & Beyruth, 2002). Podem ser 

observadas alterações no crescimento, na reprodução, parâmetros fisiológicos e 

histológicos, além de alterações comportamentais (Vasconcelos, 2014). 

 

 

1.3.2 ALTERAÇÕES FISIOLÓGICAS DECORRENTES DA 

EXPOSIÇÃO A AGROTÓXICOS 

 

1.3.2.1 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (EROs) 

 

O elemento oxigênio existe na atmosfera na forma diatômica (O2), e é necessário 

a organismos aeróbicos para a eficiente produção de energia a partir da cadeia 

transportadora de elétrons existente nas mitocôndrias de eucariontes (Halliwell & 

Gutteridge, 1999). Durante o metabolismo celular aeróbico, o O2 sofre redução 

tetravalente, resultando na formação de água (H2O). A enzima catalisadora dessa reação 
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é a citocromo oxidase. Cerca de 2% a 5% das moléculas do oxigênio metabolizado nas 

mitocôndrias são desviadas para outra via metabólica, e reduzidas de forma univalente 

(Ferreira & Matsubara, 1997; Koury & Donangelo, 2003; Schneider & Oliveira, 2004), 

dando origem a intermediários altamente reativos, tais como o radical ânion superóxido 

(O2
•-
), hidroxila (

•
OH) e o peróxido de hidrogênio (H2O2), os quais são genericamente 

conhecidos como Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) (Ferreira & Matsubara, 1997; 

Cuzzocrea et al., 2001). 

Apesar de cumprirem funções biológicas importantes, como a geração de ATP 

(energia), ativação de genes e participação em mecanismos de defesa durante processos 

de infecção (Barbosa et al., 2010), as EROs possuem grande poder oxidativo, com 

potencial para reagir com macromoléculas biológicas. Sendo assim, um excesso de 

EROs potencialmente leva à inativação enzimática, peroxidação lipídica, danos no DNA 

e até morte celular (Winston, 1991; Peña-Llopis et al., 2003; Banudevi et al., 2006). 

 

1.3.2.2 SISTEMAS ANTIOXIDANTES NÃO ENZIMÁTICOS E ENZIMÁTICOS 

 

Para a proteção celular contra a ação danosa das EROs, os organismos possuem 

sistemas antioxidantes, que têm como função inibir ou reduzir os danos causados pela 

ação deletéria desses agentes oxidantes. Os antioxidantes são definidos como qualquer 

substância que, presente em menores concentrações que as do substrato oxidável, seja 

capaz de atrasar ou inibir a oxidação deste de maneira eficaz, podendo agir diretamente, 

neutralizando a ação dos radicais livres e espécies não-radicais, ou indiretamente, 

participando de sistemas enzimáticos com tal capacidade (Barbosa et al., 2010). 

Os sistemas antioxidantes podem ser enzimáticos ou não enzimáticos. O sistema 

não enzimático é composto por metabólitos, como a glutationa, ácido ascórbico, 

tocoferol, dentre outros. O sistema enzimático, por sua vez, é composto por diferentes 

enzimas, dentre as quais, a Superóxido Dismutase (SOD), a Catalase (CAT) e a 

Glutationa Peroxidase (GPx) são algumas das mais importantes e melhor estudadas, e 

são responsáveis por neutralizar ou reparar o dano celular induzido pelas EROs (Gil-del 

Valle et al., 1999; Moraes, 2008). Neste contexto, podem-se destacar também as 

enzimas de detoxificação e excreção de compostos exógenos, com importante papel na 

manutenção da homeostase celular, como a Glutationa S-Transferase (Freitas et al., 

2008).  
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A Superóxido Dismutase (SOD) é uma enzima chave na detoxificação de 

organismos, a qual catalisa a dismutação do ânion superóxido, resultando na formação 

de compostos hidrocarbonados (como o peróxido de hidrogênio), os quais são 

potencialmente menos nocivos à célula (Onwurah & Eze, 2000). Essa reação ocorre 

normalmente nos sistemas fisiológicos, porém, se torna muito acelerada (cerca de 104 

vezes mais rápida) em decorrência da ação da SOD. 

A Catalase (CAT) é uma das mais importantes enzimas do sistema antioxidante 

(Matés, 2000), se localiza nos peroxissomos e possui papel fundamental na 

detoxificação do peróxido de hidrogênio (Zhang et al., 2005). A CAT atua de forma 

conjunta com a GPx, que tem ação complementar à CAT na detoxificação deste agente 

oxidante, produzido de forma orgânica ou não (Barata et al., 2005). A CAT e a SOD 

formam um sistema que provê a primeira linha de defesa dos organismos contra a ação 

das EROs (Costa et al., 2007). 

As Glutationa S-Transferases (GSTs) são uma família de enzimas que ocupam 

diferentes compartimentos celulares (citosólica, mitocondrial e microssomal), que estão 

envolvidas na detoxificação de muitos xenobióticos e ainda têm um importante papel na 

proteção dos tecidos que se encontram em estresse oxidativo (Masella et al., 2005; 

Zhang et al., 2005). As GSTs atuam em conjunto com a GPx no processo de 

metabolização de agentes eletrofílicos e peróxidos, conjugando esses agentes com a 

glutationa reduzida (GSH) e facilitando sua remoção (Habig & Jakoby, 1981).         

 

1.3.2.3 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

Os organismos que utilizam o oxigênio no seu metabolismo possuem 

mecanismos naturais para a remoção das EROs e, portanto, tais subprodutos do 

metabolismo aeróbico não são necessariamente uma ameaça, sob condições fisiológicas. 

Porém, se espécies reativas são geradas excessivamente ou em locais anormais do 

organismo, o balanço entre a formação e a remoção desses agentes pró-oxidantes é 

perdido, resultando em estresse oxidativo (Yoshikawa & Naito, 2002).  

Dessa forma, o estresse oxidativo é definido como um estado danoso ao 

organismo, que ocorre quando reações oxidantes excedem reações antioxidantes 

(Yoshikawa & Naito, 2002), em decorrência da geração excessiva de espécies reativas 

ou em detrimento da velocidade de remoção dessas pelos sistemas antioxidantes, 

gerando um desequilíbrio entre estes compostos (Barbosa et al., 2010). 
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As EROs são produzidas durante a função celular normal de células aeróbicas, 

mas podem ser geradas em excesso como consequência do metabolismo intracelular de 

compostos exógenos, como os pesticidas (Ahmad et al., 2000; Matés, 2000; Üner et al., 

2006). Adicionalmente, a produção de espécies reativas pode ocorrer a partir de outros 

fatores ambientais, como a exposição à radiação ultravioleta e a metais pesados (Risso-

de Facerney et al., 2001; Liu et al., 2006; Monteiro et al., 2006).  

 

1.3.2.4 A LIPOPEROXIDAÇÃO COMO BIOINDICADOR DE ESTRESSE 

OXIDATIVO 

 

A atividade das principais enzimas antioxidantes, a perda de integridade do 

DNA e, principalmente a lipoperoxidação, têm sido largamente utilizadas como 

bioindicadores da exposição a contaminantes, em uma variedade de espécies (Downs et 

al., 2001). 

A peroxidação lipídica ou lipoperoxidação (LPO) consiste em uma cascata de 

eventos bioquímicos resultante da ação das EROs sobre os lipídios das membranas 

celulares, os quais se caracterizam como substratos facilmente oxidáveis e amplamente 

sensíveis ao ataque desses agentes oxidantes (Lushchak & Bagnyukova, 2006). A 

peroxidação lipídica resulta na formação de hidroperóxidos lipídicos (LOOH), 

principalmente, o radical alquila (L
•
), alcoxila (LO

•
) e peroxila (LOO

•
), que levam à 

degradação fosfolipídica, injúria à membrana celular, e, em casos extremos, à morte 

celular (Comporti, 1985; Georgieva, 2005; Oruç & Usta, 2007).  

A LPO está entre um dos melhores preditores do nível de dano sistêmico 

induzido pelas EROs (Saygili et al., 2003; Georgieva, 2005), por ser um mecanismo 

molecular envolvido na toxicidade de pesticidas aos organismos (Kehrer, 1993; Kavitha 

& Rao, 2007). 

 

1.4  ANFÍBIOS 

 

Os anfíbios (Classe Amphibia ou Lissamphibia) constituem um grupo de 

vertebrados tetrápodos, divididos em três linhagens distintas: Gymnophiona ou Apoda 

(cecílias ou cobras-cegas), Urodela ou Caudata (salamandras e tritões) e Anura (sapos, 

rãs e pererecas), sendo esta última a ordem com maior diversidade dentro da classe 

Amphibia (Pough et al., 2008). No mundo, são conhecidas aproximadamente 7.319 



 

18 
 

espécies de anfíbios (Frost, 2014), das quais cerca de 1026 ocorrem no Brasil (Segalla 

et al., 2014).  

O tegumento altamente permeável dos anfíbios é onde ocorre a maioria das 

trocas gasosas e absorção de água e, também, onde se observa a presença de glândulas 

de muco, de ferormônios e de veneno, estas últimas responsáveis pela defesa contra 

predadores (Pough et al., 2008). É composto por uma epiderme externa e uma derme 

interna, onde se localizam as glândulas, nervos, músculos e células de pigmento 

(cromatóforos), com a abertura de seus respectivos dutos na superfície da epiderme. 

Possui importante papel nas interações ambientais, defesa (secreções, principalmente 

das glândulas de veneno), seleção sexual e comportamentos associados à corte (padrões 

de coloração e ferormônios) e locomoção (Pough et al., 2004). 

A maioria dos anfíbios apresenta um ciclo de vida bifásico (aquático e terrestre), 

sendo que durante a fase larval ocupam ambientes essencialmente aquáticos, e, durante 

a fase adulta, ocupam ambientes terrestres, predominantemente. Em virtude da fase 

aquática do ciclo de vida e, principalmente, pela alta permeabilidade do tegumento (que 

facilita a perda de água por evaporação, podendo levar o animal a estresse hídrico), 

apresentam grande dependência da água, o que resulta na ocupação preferencial de 

ambientes úmidos. Anfíbios que vivem em desertos ou locais com baixa umidade 

restringem sua atividade durante o dia – se tornando ativos somente durante a noite. 

Durante períodos de seca, nos quais permanecem enterrados no subsolo, realizam a 

absorção de água do solo ao seu redor através do tegumento, a fim de manter seu 

balanço hídrico (Pough et al., 2004). 

Em decorrência da ocupação de ambientes terrestres e aquáticos e da grande 

permeabilidade e exposição do tegumento, os anfíbios se caracterizam como um grupo 

de grande importância ecológica, participando de diversos elos da cadeia trófica, e que 

podem ser bioindicadores altamente sensíveis a diferentes fatores ambientais (Blaustein, 

1994). Dessa forma, quaisquer alterações causadas a populações de anfíbios podem 

ocasionar o desequilíbrio de toda a cadeia trófica onde estão inseridos, causando danos 

ao ecossistema como um todo (Vasconcelos, 2014). O crescente uso de agrotóxicos na 

agricultura, associado ou não a outros fatores, como a perda de habitat, super 

exploração, radiação ultra-violeta, aquecimento global e doenças, tem sido considerado 

como um dos principais fatores responsáveis pelos declínios populacionais destes 

animais observados nas últimas décadas (Alford & Richards, 1999; Houlihan et al., 

2001; Relyea, 2003; Kiesecker, Blaustein & Belden, 2001). 
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1.4.1 PROCESSO DE METAMORFOSE E O PAPEL DO TECIDO 

MUSCULAR 

 

Os girinos representam a fase larval da ordem Anura e, de uma maneira geral, 

são animais completamente diferentes dos adultos, tanto morfológica como 

ecologicamente. A maioria dos girinos são herbívoros filtradores, enquanto os adultos 

são carnívoros. Além disso, os adultos se locomovem pela ação conjunta dos membros 

anteriores e posteriores, em uma variedade de formas de locomoção (salto, natação, 

cursorial, dentre outras), enquanto os girinos se locomovem basicamente através da 

natação, a qual é possível graças à presença de uma cauda, que constitui a maior parte 

do comprimento total do animal (Pough et al., 2008). 

Desta maneira, embora muitas espécies de Anura tenham desenvolvido modos 

reprodutivos que suprimem a fase larval aquática, a manutenção desta fase no ciclo de 

vida da maioria dos anuros representa uma vantagem evolutiva, visto que os girinos 

podem explorar recursos que não estão disponíveis para os adultos (Pough et al., 2008).  

A metamorfose corresponde à transição dos girinos a adultos, e é caracterizada 

por drásticas transformações morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e comportamentais 

relacionadas às mudanças da vida aquática para a terrestre (Nakajima & Yaoita, 2003). 

Os girinos são classificados em estádios de desenvolvimento segundo a tabela de 

Gosner (1960), e em fases da metamorfose de acordo com a tabela de Etkin (1968). A 

tabela de Gosner se baseia em alterações morfológicas que ocorrem nos girinos no 

decorrer do desenvolvimento, e é dividida em 46 estádios de desenvolvimento, sendo os 

estádios 42 ao 46, correspondentes à metamorfose. A tabela de Etkin (1968) define o 

desenvolvimento dos girinos em fases de crescimentos dependentes dos hormônios da 

tireoide, sendo elas: pré-metamorfose, pró-metamorfose e clímax, ou metamorfose 

propriamente dita, a qual é subdividida em três fases: inicial, média e tardia.  

Durante a metamorfose, ocorrem três grandes alterações: regressão de estruturas 

utilizadas apenas pelos girinos, transformações de estruturas larvais em estruturas úteis 

nos adultos e desenvolvimento de estruturas e funções que são essenciais apenas nos 

adultos (McDiarmid & Altig, 1999). Um dos eventos que mais têm despertado o 

interesse de vários pesquisadores durante a metamorfose é a absorção da cauda (através 

da morte celular dos tecidos) visto que esta corresponde a uma grande parte do corpo 

dos girinos (Gonçalves, 2013). No decorrer da metamorfose, a cauda pode ser uma 

importante fonte de energia, visto que ocorre uma redução no consumo de alimento em 
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girinos que estão em processo de transformação a indivíduos adultos (Albinati, 1999; 

Santos et al., 2010). 

O tecido muscular (cauda) dos girinos possui, portanto, papel crucial nessa fase 

da vida, auxiliando na nutrição durante a metamorfose e sendo diretamente responsável 

pela locomoção destes animais. Desta forma, alterações neste tecido, tais como 

deformidades decorrentes da exposição a agrotóxicos (Dornelles, 2013), poderiam ter 

implicações diretas no desenvolvimento (visto que prejudicaria a metamorfose) e nas 

chances de sobrevivência destes animais de uma forma geral, pois, por prejudicar a 

locomoção, prejudicariam o padrão de exploração ambiental e a aquisição de alimentos. 

 

1.4.2 FAMÍLIA RANIDAE 

 

A família Ranidae engloba as rãs verdadeiras. Os indivíduos pertencentes a esta 

família 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 180mm). A reprodução, normalmente, ocorre em lagos ou lagoas e os ovos 

são depositados em ninhos de espuma ou como filmes superficiais nos corpos d’água. A 

metamorfose, normalmente, leva vários meses, podendo levar até dois anos na rã-touro 

(Vitt & Caldwell, 2009). 

 

1.4.2.1 Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802) 

 

A espécie Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802), conhecida pelo nome popular 

rã-touro (Figura 1.A), é uma espécie de ranídeo originária da América do Norte, exótica 

no Brasil, tendo sido introduzida no país na década de 30, para cultivo comercial, em 

razão da grande demanda de consumo de sua carne na culinária, além de utilização da 

pele em subprodutos, como o couro (Culley, 1981). Possui porte avantajado, podendo 

atingir, quando adulta, medida rostro-cloacal equivalente a cerca de 180mm. 
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A. 

 

B. 

 

Figura 1. A. Indivíduo adulto e B. Fase larval (girino) de Lithobates catesbeianus (rã-touro).            

Fonte: Google Imagens. 

 

A rã-touro normalmente ocupa corpos d’água permanentes, onde se alimenta e 

se reproduz em taxas elevadas, apresentando uma temporada reprodutiva anual 

prolongada, sendo que os machos apresentam comportamentos territorialistas e 

agressivos durante o período reprodutivo (Ryan, 1980). Possui hábitos alimentares 

generalistas e predadores, tanto durante a fase larval (Figura 1.B), quanto na adulta 

(Bury & Whelan, 2006; Boelter & Cechin, 2007). Fatores como a grande plasticidade 

alimentar, bem como redução do tempo de metamorfose em condições adversas (Cohen 

& Howard, 1958; Bury & Whelan, 2006) garantem alta flexibilidade adaptativa a L. 

catesbeianus, garantindo seu sucesso de desenvolvimento em diversas regiões do 

mundo. 

L. catesbeianus tem sido identificada como uma espécie com alto potencial na 

avaliação de efeitos deletérios de águas contaminadas. Vários autores (Boone et al., 

2007; Bueno-Guimarães et al., 2001; Ferreira et al., 2004; Fordham et al., 2001; 

Gervasi et al., 2013; Lombardi et al., 2002; Ossana et al., 2013, Paetow et al., 2013) 

propõem a utilização de girinos de rã-touro em experimentos de toxicidade e poluição 

aquática pela sua ampla ocorrência, facilidade de criação e aquisição, e por tratar-se de 

um animal importante na cadeia alimentar (Ferreira et al., 2001). Além disso, os girinos 

dessa espécie possuem um longo período de desenvolvimento (com a duração de até 

dois anos), o que aumenta a probabilidade de exposição a contaminantes, 

principalmente em casos de exposições múltiplas. Espécies com período larval mais 

curto são mais propícias a evitar exposições múltiplas nos ambientes aquáticos e podem 

não ser organismos ideais para experimentos ecotoxicológicos (Boone et al., 2001). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

O aumento da demanda por produtos agrícolas intensificou a utilização de 

agrotóxicos, a fim de se obter uma produção em larga escala em menor período de 

tempo, fazendo com que a presença destes poluentes em corpos hídricos fosse cada vez 

mais frequente. Com isso, houve um aumento significativo dos riscos ambientais, visto 

que esses compostos podem ser extremamente tóxicos a todos os organismos expostos a 

tais substâncias (Vasconcelos, 2014). Tendo em vista o grande número de trabalhos 

científicos (Fordham et al., 2001; Hayes et al., 2003; Relyea, 2004; Sparling & Fellers, 

2009; Storrs & Kiesecker, 2004) que têm demonstrado que o uso indiscriminado de 

pesticidas é um dos principais fatores relacionados a declínios de populações de 

anfíbios ao redor do mundo, o presente estudo torna-se justificável, visto que ainda é 

pequeno o número de trabalhos realizados neste grupo taxonômico, em comparação 

com outros grupos de vertebrados. 

Por se tratar de uma espécie exótica e com grande plasticidade adaptativa 

(Cunha & Delariva, 2009), Lithobates catesbeianus tenderia a apresentar maior proteção 

contra alterações causadas por xenobióticos, em comparação com espécies nativas, 

possivelmente mais suscetíveis à ação destes poluentes. Além da verificação deste 

aspecto, a utilização dessa espécie no presente estudo se justifica por sua ampla 

ocorrência, facilidade de criação e aquisição, grande importância na cadeia trófica 

(Ferreira et al., 2001) e longo período larval, o que aumenta a probabilidade de 

exposição a contaminantes, principalmente em experimentos de exposições múltiplas 

(Boone et al., 2001). 

A análise de possíveis alterações provocadas ao tecido muscular de girinos de 

rã-touro a partir da exposição ao herbicida Quinclorac 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.  

Por fim, 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 o Quinclorac, amplamente utilizado nas lavouras orizícolas. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Verificar os possíveis efeitos do herbicida Quinclorac sobre o tecido muscular 

(caudal) de girinos de rã-touro (Lithobates catesbeianus). 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Analisar possíveis alterações nas atividades das enzimas antioxidantes 

Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa S-Transferase 

(GST) a partir de exposição crônica a quatro diferentes concentrações do 

herbicida Quinclorac; 

 Determinar possíveis danos oxidativos em lipídios (lipoperoxidação) de 

músculo caudal de girinos de L. catesbeianus, através da análise da formação de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); 

 Relacionar estas respostas com a manutenção da homeostase e da sobrevivência 

dos animais, possibilitando uma melhor compreensão da plasticidade e da 

capacidade fisiológica desta espécie frente a pesticidas; 

 Gerar subsídios que permitam a comparação com espécies nativas, 

possivelmente mais suscetíveis a alterações provocadas por xenobióticos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 OBTENÇÃO DOS ESPÉCIMES DE Lithobates catesbeianus 

 

Foram adquiridos 79 girinos de Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802) no ranário 

RanaSul (Imbé, RS, Brasil), sendo todos os girinos com 4 meses de vida, no estágio 26 

conforme tabela de Gosner (1960), com ausência de membros, conforme padronizado 

por Dornelles (2013) e Dornelles & Oliveira  (2014). 

Uma vez que houve manipulação e sacrifício dos girinos, o projeto foi 

submetido à análise do Comitê de Ética para Uso de Animais da Pontifícia Universidade 

Católica do Rio Grande do Sul (CEUA-PUCRS), não sendo necessária a solicitação de 

licença do ICMBio por se tratar de animais oriundos de um ranário. Após análise do 

CEUA, foi concedida a autorização para a realização do presente projeto de pesquisa, 

através do Ofício nº 79/2014 , sob registro do Comitê de Ética para Uso de Animais da 

Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (CEUA - PUCRS)  nº 14/00384.  

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

Fisiologia da Conservação da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul 

(PUCRS), onde foram realizados os procedimentos experimentais. 

 

 

4.2 ACLIMATAÇÃO E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

Na chegada ao Laboratório de Fisiologia da Conservação da PUCRS, todos os 

girinos foram pesados em balança eletrônica (Gibertini R42S-B) e medidos com 

paquímetro (precisão de 0,01 cm). 

Em seguida, os animais foram colocados em aquários de 60 litros para a 

realização da aclimatação, durante um período de 7 dias, com aeração constante; pH 

7,4; salinidade de 0 psu; temperatura e fotoperíodo naturais e alimentação ad libitum 

uma vez ao dia com a mesma ração utilizada no ranário. Os parâmetros de qualidade da 

água (amônia e pH) dos aquários foram monitorados diariamente durante todo o período 

experimental (14 dias), utilizando kits comerciais para aquários da marca Labcon
®
.  

Findo o período de aclimatação, 12 animais (Controle 7 dias) foram 

eutanasiados por decapitação após atordoamento em banho de gelo, pesados, medidos e 
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rapidamente foi retirado o tecido muscular (caudal), o qual foi imediatamente congelado 

em nitrogênio líquido para realização a posteriori das análises bioquímicas. As 

amostras foram mantidas congeladas em freezer a -20°C.  

O restante dos animais, com exceção do Controle 14 dias, foi exposto a quatro 

diferentes concentrações de formulação comercial contendo Quinclorac (Facet
®
, 

500g/Kg, Basf), conforme a Tabela 1, sendo que as concentrações utilizadas foram 

baseadas em valores encontrados na água em ambiente natural, como citado por 

diferentes autores (Lambropoulou et al., 2002; Marchesan et al., 2007; Paulino et al., 

2012; Silva et al., 2009; Dornelles & Oliveira, 2014).  

 

Tabela 1 - Concentrações utilizadas para os 

procedimentos experimentais com L. catesbeianus. 

 

Concentrações Quinclorac (Facet®) 

Conc. [1] 0,05μg/L 

Conc. [2] 0,10μg/L 

Conc. [3] 0,20μg/L 

Conc. [4] 0,40μg/L 

 

 

Os animais foram dispostos em diferentes aquários para a exposição às 

concentrações previstas conforme a Tabela 2. Findo o período de sete dias de exposição, 

totalizando 14 dias em laboratório, todos os animais foram eutanasiados e passaram 

pelos mesmos processos já descritos anteriormente.   
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Tabela 2. Organização do número de animais nos aquários, tempo de experimento por 

procedimento experimental e concentração de herbicida utilizada em cada grupo. 

 Aquário 

 

Nº 

indivíduos 

Tempo de 

aclimatação 

Tempo de 

exposição 

 

C
o

n
tr

o
le

s 

7 dias  12 7 dias - 

14 dias  12 7 dias1 - 

H
e
r
b

ic
id

a
 Concentração 1 16 7 dias 7 dias 

Concentração 2 13 7 dias 7 dias 

Concentração 3 13 7 dias 7 dias 

Concentração 4 13 7 dias 7 dias 

Total de animais 79 

 

 

4.3 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 

4.3.1 PREPARAÇÃO DO HOMOGENEIZADO 

 

Para a realização das análises bioquímicas pretendidas, o tecido muscular 

(cauda) de cada animal passou por um processo de homogeneização. Para cada grama 

de tecido foi acrescentada solução de tampão fosfato (20mM) contendo 100mM de 

fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF) um inibidor de proteases, em uma proporção de 

6mL de solução para cada grama de tecido (6 vezes de diluição). Em seguida, cada 

tecido foi homogeneizado em Ultra-Turrax (IKA-WERK) à temperatura de 4ºC. Este 

homogeneizado foi centrifugado em centrífuga refrigerada (SORVALL RC-5B 

Refrigerated Superseed Centrifuge) por 10 minutos a 3000 rpm. O precipitado foi 

desprezado e o sobrenadante retirado e congelado em freezer para as dosagens 

posteriores (Llesuy et al., 1985).  

 

  

                                            
1
 O Controle 14 dias foi mantido até o final do experimento sem interação com o herbicida, sendo que o 

período de aclimatação deste grupo (7 dias) foi o mesmo ao qual os outros animais foram 

submetidos. Portanto, apesar de não ter sido exposto ao herbicida durante o período de exposição, 

não se pode definir este período como “aclimatação”. 
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4.3.2 DOSAGENS BIOQUÍMICAS 

 

4.3.2.1 PROTEÍNAS 

 

Para a determinação das atividades das enzimas antioxidantes e dos níveis de 

lipoperoxidação, a dosagem de proteínas se faz necessária, sendo que os resultados 

obtidos nesta quantificação não foram apresentados no presente trabalho. 

As concentrações de proteínas no homogeneizado do músculo dos girinos foram 

determinadas utilizando kit comercial da Labtest. O princípio deste método é 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 

absorbância máxima em 545 nm (Lowry et al., 1951). A concentração de proteínas 

totais é expressa em mg de proteína/g de tecido. 

 

4.3.2.2 ENZIMAS ANTIOXIDANTES 

 

4.3.2.2.1   GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST) 

 

A atividade da enzima Glutationa S-Transferase (GST) foi medida de acordo 

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

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

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

A atividade da GST se dá de acordo com o aumento nos valores da absorbância, 

e é proporcional à velocidade de produção do composto conjugado (Habig & Jakoby, 

1981). Desta atividade é descontada a reação basal, obtida pela leitura da reação entre a 

GSH do ensaio e o CDNB, sem a presença da amostra. O ensaio enzimático foi 

realizado em tampão fosfato de potássio (KPi) 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0 contendo 

1 mM GSH e 1 mM de CDNB. A atividade da enzima foi expressa como mmoles de 

CDNB.mg de proteína
-1

.min
-1

. 

 

4.3.2.2.2   SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD) 

 

A técnica para determinação da atividade da enzima Superóxido Dismutase 

(SOD) está baseada na inibição da reação do radical superóxido com a adrenalina 
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através da quantificação em unidades relativas, sendo que uma unidade de SOD é 

definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de redução do 

detector (adrenalina). A oxidação da adrenalina leva à formação de um produto 

colorido, o adrenocromo, detectado espectrofotometricamente a 480nm. O meio de 

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

(Boveris & Cadenas, 1982). A quantificação da atividade da SOD foi expressa em 

unidades de SOD/mg de proteína. 

 

4.3.2.2.3   CATALASE (CAT) 

 

Para a determinação da atividade da enzima Catalase (CAT), foi necessária a 

ativação prévia da enzima, conforme método descrito por Aebi (1984). A ativação da 

CAT foi realizada adicionando-se 5μl de etanol a um eppendorf com 50 μl de amostra e, 

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

detergente não iônico (Endemann et al., 2002; Galbraith et al., 1983),  a cada um dos 

eppendorfs. 

Após estes procedimentos, as amostras foram lidas em cubeta de quartzo, onde 

foram adicionados 955μl de tampão fosfato e 10μl de homogeneizado do tecido e, por 

fim, 35μl de H2O2 (concentração final de 50mM). A leitura no espectrofotômetro foi 

realizada com absorbância de 240nm. 

Para a expressão dos resultados, foram quantificadas as proteínas da amostra 

(Boveris & Chance, 1973). Os resultados foram expressos em pmoles de CAT.mg de 

proteína
-1

.min
-1

.  

 

4.3.2.3 LIPOPEROXIDAÇÃO 

 

Os níveis de lipoperoxidação foram determinados pela técnica de TBA-RS (TBA 

reactive substances, ou seja, substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico), que consiste 

em aquecer o material biológico a ser testado, sob condições ácidas, na presença de 

ácido tiobarbitúrico, que reage com o malondialdeído (MDA) (um dos produtos finais 

da lipoperoxidação), resultando na formação de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), que se caracteriza como um produto de cór rósea, com 

absorbância máxima em 535 nm (Buege & Aust, 1978). 
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Adicionou-se, em um eppendorf de fundo redondo, 300μl de ácido 

tricloroacético (TCA) a 10%, 100μl do homogeneizado, 200μl de ácido tiobarbitúrico 

(TBA) a 0,67% e 100μl de água destilada, nesta ordem de adição, totalizando o volume 

de 700μl. Em seguida, as amostras foram incubadas a 100ºC por 15 minutos e, logo 

depois, resfriadas em banho de gelo durante 30 minutos. Após, acrescentou-se 600μl de 

butanol, agitou-se brevemente as amostras em agitador (Biomatic) e estas foram 

centrifugadas em centrífuga refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated Superseed 

Centrifuge) durante 10 minutos a 3000 rpm.  

Foi realizada a leitura, em cubeta de quartzo, do volume total de 400μl de 

sobrenadante, em espectrofotômetro (CARY 3E - UV-Visible Spectrophotometer 

VARIAN), utilizando-se a absorbância de 535nm. A concentração de TBARS no 

homogeneizado foi expressa em nmoles de TBARS/mg de proteína. 

 

4.4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da média. Todos os 

resultados foram analisados quanto à normalidade, pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e 

homogeneidade, pelo teste de Levene.  

Quando os resultados obedeceram a Hipótese nula, possuindo uma distribuição 

normal (índice de significância maior que 0,05 pelo teste de Kolmogorov-Smirnov), foi 

aplicado o teste de análise de variância de uma via (ANOVA), seguido do teste de 

comparação de Bonferroni (p>0,05 pelo teste de Levene) ou LSD e Games-Howel 

(p<0,05 pelo teste de Levene). Caso os resultados obedeçam a Hipótese alternativa 

(índice de significância menor que 0,05 pelo teste de Kolmogorov-Smirnov), assume-se 

que a distribuição não é normal e aplica-se o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, 

seguido pelo teste complementar de Dunn, buscando onde houve diferenças 

significantes. 

Foi adotado o nível de significância de 5% (p=0,05) para todas as análises, que 

foram realizadas com o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 

para Windows, da IBM
®
, versão 20 (Zar, 1996). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 ENZIMAS ANTIOXIDANTES 

 

5.1.1 GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST) 

 

Foi observado um decréscimo dos níveis de atividade da enzima GST no tecido 

muscular dos girinos expostos às diferentes concentrações do herbicida Quinclorac, em 

comparação ao Controle 7 dias (representado no gráfico como Cont. 7 dias). 

Por outro lado, não foi observada diferença significativa entre os níveis de 

atividade da GST entre o Controle 14 dias (representado no gráfico como Cont. 14 dias) 

e os grupos expostos ao herbicida, apesar de estes últimos apresentarem níveis 

reduzidos de GST em comparação a este controle. A atividade da GST não diferiu 

significativamente entre os grupos de exposição (Figura 2). 

 

  

Figura 2. Níveis totais de atividade da enzima Glutationa S-Transferase 

(GST) no tecido muscular de girinos de Lithobates catesbeianus submetidos 

às diferentes concentrações de Quinclorac (Facet
®
). Os resultados são 

representados como média ± erro padrão e expressos como mmoles de 

CDNB.mg de proteína
-1

.min
-1

. Asteriscos (*) representam diferença 

significativa em relação ao Cont. 7 dias. 

  

* 
* 

* 

* 
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5.1.2 SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD) 

 

Os níveis de atividade da enzima SOD apresentaram-se significativamente 

reduzidos nos grupos expostos às Concentrações 1, 2 e 4 do herbicida Quinclorac, em 

relação ao Controle 7 dias; enquanto o Controle 14 dias diferiu significativamente 

somente em relação à Concentração 2 do herbicida.  

A Concentração 3 não apresentou diferença significativa em relação aos 

Controles 7 e 14 dias, porém, esta concentração diferiu significativamente em relação 

aos níveis de SOD das outras concentrações testadas (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Níveis totais de atividade da enzima Superóxido Dismutase (SOD) 

no tecido muscular de girinos de Lithobates catesbeianus submetidos às 

diferentes concentrações de Quinclorac (Facet
®
). Os resultados são 

representados como média ± erro padrão e expressos como Unidades de 

SOD/mg de proteína.  Asteriscos (*) representam diferença significativa em 

relação ao Cont. 7 dias. 

 

5.1.3 CATALASE (CAT) 

 

Os níveis de atividade da enzima CAT não apresentaram diferenças 

significativas entre os Controles 7 e 14 dias e os grupos expostos às diferentes 

concentrações do herbicida, bem como estes não diferiram significativamente entre si. 

Apesar do aumento dos níveis de CAT na Concentração 3 e da redução desta 

enzima nos grupos expostos ao herbicida Quinclorac, tais alterações não foram 

significativas (Figura 4). 

* 
* * 
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Figura 4. Níveis totais de atividade da enzima Catalase (CAT) no tecido 

muscular de girinos de Lithobates catesbeianus submetidos às diferentes 

concentrações de Quinclorac (Facet
®
). Os resultados são representados como 

média ± erro padrão e expressos como pmoles de CAT.mg de proteína
-1

.min
-1

.  

Asteriscos (*) representam diferença significativa em relação ao Cont. 7 dias. 

 

5.2 LIPOPEROXIDAÇÃO (TBARS) 

 

Os níveis de lipoperoxidação do tecido muscular dos girinos de rã-touro, 

quantificados através dos níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), 

apresentaram um decréscimo significativo nos grupos expostos às Concentrações 2 e 4 

do herbicida Quinclorac, em relação aos Controles 7 e 14 dias.  

As Concentrações 1 e 3 de exposição ao herbicida apresentaram decréscimo dos 

níveis de lipoperoxidação, em relação aos Controles, porém, esta redução não foi 

significativa (Figura 5). 
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Figura 5. Níveis de lipoperoxidação no tecido muscular de girinos de 

Lithobates catesbeianus submetidos às diferentes concentrações de 

Quinclorac (Facet
®
). Os resultados são representados como média ± erro 

padrão e expressos como nmoles de TBARS/mg de proteína. Asteriscos (*) 

representam diferença significativa em relação ao Cont. 7 dias. 

  

* 

* 
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6 DISCUSSÃO 

Os anfíbios constituem, possivelmente, o grupo de vertebrados mais ameaçado 

do mundo (Houlihan et al., 2001; Wake & Vredenburg, 2008), sendo que anfíbios que 

habitam áreas próximas a lavouras são diretamente expostos a pesticidas, 

principalmente durante sua fase larval aquática (girinos) (Johansson et al., 2006), 

resultando em alterações no desenvolvimento, na reprodução e na sobrevivência desses 

animais (Blaustein & Johnson, 2003). Apesar disso, ainda são escassos os estudos sobre 

o estresse oxidativo gerado em anfíbios que habitam áreas agrícolas com uso de 

agrotóxicos, embora haja uma grande quantidade e diversidade de anuros que habitam 

esses locais (Modesto, 2009). 

Após sete dias de exposição à formulação comercial de Quinclorac (Facet
®
, 

500g/Kg, Basf), todos os girinos estavam vivos e pareciam saudáveis, sugerindo que 

estes animais foram relativamente tolerantes às baixas concentrações de herbicida 

utilizadas no presente estudo. Lithobates catesbeianus congrega uma série de 

características que tenderiam a fornecer maior proteção contra alterações provocadas 

por xenobióticos, tais como: é uma espécie exótica de porte avantajado, podendo atingir 

50 centímetros de comprimento do focinho à região sacra e pesando cerca de 600 

gramas aos dois anos de idade (os girinos utilizados no presente estudo apresentaram 

comprimento, em média, igual a 6 cm e peso médio de 3 gramas); crescimento corpóreo 

ao longo de quase todo período de vida; reprodução em taxas elevadas; apresenta uma 

temporada reprodutiva anual prolongada; tem hábitos alimentares generalistas e alta 

flexibilidade adaptativa (Vieira, 1993; Cunha & Delariva, 2009).  

Espécies nativas normalmente apresentam porte e peso menores (tanto os 

indivíduos adultos quanto os girinos), além de maior sensibilidade a alterações 

ambientais, em comparação à rã-touro. Tais diferenças poderiam explicar a resistência 

observada nos girinos de rã-touro utilizados no presente estudo, sendo que, 

possivelmente, a resposta de girinos de espécies nativas seria diversa a esta. Porém, 

outros estudos são necessários para confirmar tal hipótese. 

A exposição a pesticidas pode ocasionar diversas alterações a nível tecidual e 

molecular em indivíduos expostos a tais substâncias (Berti et al., 2009; Poleza et al., 

2008), sendo as alterações em marcadores bioquímicos normalmente os primeiros sinais 

a serem detectados (Van Der Oost et al., 2003).  
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A Glutationa S-Transferase (GST) é considerada uma importante enzima de 

desintoxicação, por metabolizar grande variedade de compostos xenobióticos orgânicos, 

por meio da conjugação destes com a glutationa reduzida (GSH), formando substâncias 

de baixa toxicidade (Viléla, 2008). Os resultados encontrados no presente estudo 

apontaram uma redução geral dos níveis de atividade da GST no músculo dos girinos 

expostos às diferentes concentrações do herbicida Quinclorac, em comparação aos 

controles. Modesto (2009) e Viléla (2008) também observaram uma redução da 

atividade da GST no tecido hepático do peixe Prochilodus lineatus após 24 horas de 

exposição ao herbicida Roundup
®
 e exposição a chumbo, respectivamente. 

Adicionalmente, Lajmanovich et al. (2011) também observaram uma inibição da GST 

em espécimes de Rhinella arenarum (sapo-da-areia) expostos a formulações comerciais 

do herbicida Glifosato, sendo esta resposta, provavelmente, relacionada a esgotamento 

enzimático decorrente de estresse oxidativo e citotoxicidade a partir da exposição ao 

xenobiótico. Tais resultados, bem como os obtidos no presente estudo, evidenciam uma 

baixa atividade (possível inibição) da GST, possivelmente promovida pela baixa 

disponibilidade do substrato GSH, decorrente da exposição ao herbicida. Durante o 

processo de detoxificação de xenobióticos, o GSH se associa com os agentes pró-

oxidantes a fim de facilitar sua remoção do organismo; com isso, ocorre uma redução 

do GSH disponível para utilização como substrato de ação da GST no processo de 

detoxificação.  

O sistema antioxidante enzimático é o primeiro sistema acionado pelos 

organismos para evitar ou conter danos morfofisiológicos ocasionados por um excesso 

de espécies reativas de oxigênio (EROs), decorrente da exposição a xenobióticos. A 

atividade das enzimas antioxidantes pode ser aumentada ou inibida a partir da exposição 

a esses poluentes, dependendo da intensidade e da duração do estresse, das condições de 

cultivo e da suscetibilidade das diferentes espécies expostas a essas substâncias (Oruç & 

Usta, 2007).  

A ação conjunta das enzimas Superóxido Dismutase (SOD) e Catalase (CAT) 

constitui a primeira linha de defesa contra a toxicidade dos derivados reativos do 

oxigênio (Pandey et al., 2003), e é um sistema que pode ser acionado simultaneamente à 

ação da enzima GST, que, normalmente, é a primeira a agir no processo de 

detoxificação de poluentes, como os pesticidas.  

Os resultados encontrados no presente estudo apontam uma redução nos níveis 

de atividade do sistema SOD/CAT nos grupos expostos às diferentes concentrações do 
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herbicida Quinclorac, em relação aos grupos controle, evidenciando uma situação de 

inibição enzimática no tecido muscular dos girinos de L. catesbeianus.  

Resultado semelhante foi observado por Jones et al. (2010), em girinos de rã-

touro expostos a diferentes concentrações de Paraquat. No tecido muscular, estes 

autores observaram uma redução na atividade da SOD e manutenção da atividade da 

CAT, em associação ao aumento expressivo da atividade da glutationa redutase no 

tecido muscular dos girinos. A glutationa redutase é a enzima que reduz a glutationa 

dissulfeto (GSSG) para a forma sulfidril através da oxidação do NADPH, com a GSH 

atuando como um importante antioxidante celular.  Já no tecido hepático, Jones et al. 

(2010) verificaram um incremento de todo o sistema antioxidante enzimático, com 

aumento da atividade da glutationa redutase, das peroxidases e da SOD, aliado à 

manutenção dos níveis de CAT. Os resultados obtidos por estes autores, em associação 

aos encontrados no presente estudo, sugerem que o fígado atua como o principal órgão 

responsável pela metabolização de xenobióticos nos girinos e, portanto, é o mais afetado 

(resposta enzimática mais evidente), sugerindo uma responsividade seletiva entre os 

diferentes tecidos.  

A peroxidação lipídica ou lipoperoxidação (LPO) é o resultado da atuação das 

EROs sobre as membranas biológicas, ricas em ácidos graxos poliinsaturados (Oruç & 

Usta, 2007), que, dentre os lipídios, são os mais sensíveis ao ataque das EROs 

(Lushchak & Bagnyukova, 2006). A LPO causa sérias consequências nos sistemas 

biológicos, como dano tecidual, e, consequentemente, disfunção e morte celular 

(Halliwell & Gutteridge, 1999).  

No presente estudo, se observou uma redução dos níveis de TBARS no tecido 

muscular dos girinos de rã-touro, nos grupos expostos ao herbicida Quinclorac, em 

comparação aos grupos controle. Tal resultado está de acordo com o encontrado por 

Menezes et al. (2007), que também verificaram diminuição dos níveis de TBARS em 

cérebro, fígado e músculo de piavas (Leporinus obtusidens) expostas aos herbicidas 

Quinclorac e Metsulfuron-Methyl, utilizados em lavouras de arroz irrigado. Por outro 

lado, este perfil de resposta da LPO difere daquele encontrado por Dornelles & Oliveira 

(2014), que observaram um incremento dose-dependente dos níveis de TBARS no 

músculo de girinos de rã-touro expostos às mesmas concentrações de Quinclorac 

utilizadas neste trabalho; contudo, estes autores aclimataram os girinos com fotoperíodo 

(12h de luz:12h de escuro) e temperatura (22±2°C) controlados, além de o cultivo ter 

ocorrido nos meses de inverno. No presente estudo, a aclimatação foi realizada com 
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fotoperíodo e temperatura naturais, nos meses do outono, sendo que as diferenças nas 

condições de aclimatação, possivelmente, explicam os diferentes resultados de 

lipoperoxidação obtidos neste estudo, em relação àqueles observados por Dornelles & 

Oliveira (2014). 

A redução nos níveis de TBARS observada no presente trabalho pode ser 

decorrente da adaptação do tecido muscular dos girinos frente à exposição ao herbicida, 

bem como a ativação de sistemas antioxidantes não enzimáticos, compensando ou 

contendo o estresse oxidativo e lipoperoxidação induzidos por este poluente. 

Adicionalmente, tal resultado pode evidenciar que o tempo de cultivo (total de 14 dias) 

e as baixas concentrações utilizadas não induzem a aumento nos níveis de 

lipoperoxidação do tecido muscular de L. catesbeianus.  

Além disso, sugere-se uma alta capacidade antioxidante enzimática constitutiva 

no tecido muscular dos girinos de rã-touro, o que impediria o dano oxidativo 

ocasionado a este tecido decorrente de produção excessiva de EROs, desencadeada pela 

exposição ao herbicida. Porém, são necessários outros estudos com diferentes tecidos 

destes animais, sobretudo o tecido hepático, para confirmar tal hipótese. Estão sendo 

desenvolvidos, no Laboratório de Fisiologia da Conservação, da PUCRS, estudos com o 

fígado de girinos de rã-touro expostos ao Quinclorac, a fim de avaliar o papel deste 

órgão no balanço oxidativo destes animais. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos no presente estudo permitem sugerir que as concentrações 

de Quinclorac aos quais os girinos de rã-touro (Lithobates catesbeianus) foram expostos 

não induziram à mortalidade ou a um aumento das defesas antioxidantes enzimáticas 

(enzimas Glutationa S-Transferase, Superóxido Dismutase e Catalase), sugerindo uma 

inibição enzimática. Contudo, tal inibição não resultou em dano oxidativo via 

peroxidação lipídica do tecido muscular dos girinos, visto que os níveis de TBARS 

também se mostraram reduzidos nos grupos expostos ao herbicida, em comparação aos 

controles. 

Esses resultados sugerem uma adaptação fisiológica do tecido muscular dos 

girinos frente ao agente estressor e/ou a ativação de sistemas antioxidantes não 

enzimáticos ou, ainda, a ativação de outras enzimas antioxidantes, como a glutationa 

peroxidase. Em conjunto, estes fatores estariam sendo utilizados para neutralizar a ação 

de agentes pró-oxidantes produzidos a partir da exposição ao agroquímico. Além disso, 

possivelmente, o fígado está agindo como centro detoxificador destes animais, 

neutralizando de forma eficiente as concentrações testadas deste xenobiótico, e, 

portanto, a resposta no tecido muscular não se torna tão evidente. 

Por fim, outros estudos devem ser desenvolvidos a fim de elucidar o papel de 

outros órgãos no processo de detoxificação, além de avaliar como esta espécie reagiria 

frente a maiores concentrações deste herbicida; bem como a resposta de outras espécies, 

sobretudo espécies nativas, normalmente mais suscetíveis à ação de xenobióticos. 
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