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RESUMO

Os anfibios sdo muito susceptiveis a danos provocados por agrotdxicos, pelo fato deste grupo
viver 0 maior tempo de sua vida em ambientes aquaticos e a sua pele ser altamente permeével
e muito sensivel a produtos quimicos. Estudos mostram que ovos e larvas de anfibios tém se
revelado extremamente sensiveis aos efeitos dos metais e da poluicdo. Os agrotoxicos
parecem contribuir para o estresse oxidativo em modelos animais. As espécies reativas de
oxigénio (EROs) podem ser produzidas nos organismos, por fontes exdgenas como a
radiacdo, os agrotoxicos e a poluicdo ambiental. Deste modo, 0 objetivo do trabalho foi
avaliar a ocorréncia de estresse oxidativo em diferentes tecidos (pulméo, figado, rins e
musculo) de Leptodactylus latrans em lavoura de arroz com uso de agrotoxicos, comparando
com areas controles, bem como os tecidos que mais sofreram estresse oxidativo. As capturas
dos animais foram realizadas em quatro areas: plantagdo de arroz irrigado com uso de
agrotoxico Treze de Maio, Santa Catarina (grupo teste) e em trés areas Umidas de restinga da
planicie costeira do sul de Santa Catarina (grupo controle). Foram capturados machos e
fémeas entre 30 e 60 gramas e retiradas as estruturas para analises de estresse oxidativo em
lipideos (TBARS) e proteinas (Carbonil). Dosagens de enzimas superoxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT) foram realizadas. A espécie L. latrans foi analisada no todo (machos e
fémeas) e animais machos foram separados nos testes estatisticos (teste t student), sendo valor
de p< 0,05 considerado significativamente estatistico. Ocorreu um aumento significativo nos
niveis de TBARS de animais expostos aos agrotoxicos nos tecidos renal e muscular; quando
separados animais machos foi observado também no tecido pulmonar. Niveis de Carbonil ndo
foram significativos em animais expostos aos agrotoxicos quando comparados ao grupo
controle, apesar da tendéncia ao aumento. A atividade de SOD diminuiu no tecido renal de
animais expostos aos agrotoxicos e tecidos renal e muscular quando foram separados animais
machos do mesmo grupo. A atividade de CAT aumentou no tecido hepatico de animais
expostos aos agrotoxicos. Os resultados do presente estudo oferecem dados sobre o estresse
oxidativo ocorridos em pelo menos dois tecidos da espécie Leptodactylus latrans em areas de
lavouras de arroz contaminadas pelo uso de agrotdxico, bem como a diferenca dos efeitos
oxidativos em animais machos. O tecido hepatico se mostrou adaptado ao estresse oxidativo,
mostrando que tecidos diferem no que diz respeito a capacidade de defesa contra o estresse
oxidativo induzido por poluentes. Leptodactylus latrans mostra-se um bom bioindicador de
impacto ambiental provocado por agrotoxicos e &gua contaminada.

Palavra chave: Anfibios; agrotoxicos; lavoura de arroz; estresse oxidativo.
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1 INTRODUCAO

1.2 ANFIBIOS

Anfibios colonizaram a terra por cerca de 350 milhGes de anos atras e evoluiram
uma variedade de aspectos morfologicos e ecoldgicos. Os anfibios sdo divididos em trés
grupos Vivos: as rds, salamandras e cecilias. Contendo mais de 3.900 espécies vivas e novas
espécies estdo sendo descobertas a cada ano (DUELLMAN; TRUEB, 1994).

Distribuidos por todos os cinco continentes, os anfibios vivem em ecossistemas de
agua doce e terrestres, ocupando uma grande variedade de habitats, havendo espécies semi-
aquaticas, aquaticas, terrestres, fossdrias e arboricolas. A maioria dos anfibios depende do
ambiente aquatico para o seu desenvolvimento durante as fases embrionaria e larval, e
também para suprir as suas necessidades fisiologicas e metabdlicas depois de adultos
(LOEBMANN, 2005). Alimentam-se principalmente de insetos, aranhas e pequenos
vertebrados inclusive de outros anfibios (MACHADO; BERNARDE, 2006).

Vérios estudos vém mostrando o declinio e extingdo de anfibios nos cinco
continentes sendo as causas sugeridas para este declinio a destruicdo de ambientes, alteracfes
na disponibilidade e na qualidade de corpos da &gua, a introducéo de predadores, a poluicao
por pesticidas, a chuva &cida, a variagdo climatica, desmatamento, urbanizacdo, queimadas e
consequentemente 0 aumento do nivel de radiacdo de alta energia pela camada de ozbnio
(BASTOS et al., 2003; LOEBMANN, 2005).

Alguns estudos mostram a baixa riqueza e abundancia de espécies em areas de
maior impacto ambiental, como por exemplo, em area de extracdo de carvao (LUCCA, 2009).
Outros estudos utilizando a espécie Hypsiboas faber, apresentaram dano em DNA assim
como a acumulagdo de metais pesados em area contaminada por carvdo (ZOCCHE, 2013).
Apesar do impacto que as areas de mineracdo de carvdo do sul de Santa Catarina exercem
sobre os anfibios, poucos estudos foram realizados, podendo ser citados Mendonga et al.
(2008), Zocche et al. (2012) e Zocche et al. (ndo publicado).

Outros autores como Peltzer et al, (2001) revelam que a utilizagdo de
determinados inseticidas na agricultura tem ocasionado deformidades em algumas espécies de
anfibios. A contaminacgdo da dgua pode ser um dos motivos dessas deformidades (BASTOS et

al., 2003). Os anfibios sdo considerados indicadores de qualidade ambiental e a presenca de



determinadas populagdes tem sido sugeridas como objeto de estudo na formacéo de planos de
manejo e conservacao de ecossistemas terrestres e aquaticos (BEISWENGER, 1988).

O acumulo de bioéacidas e o efeito toxico de metais tem sido uma grande ameaca
para a sobrevivéncia de todos os grupos animais em especial a populacdo de anfibios. Isso
ocorre porque 0s ovos e as larvas de anfibios t€ém se revelado extremamente sensiveis aos
efeitos dos metais e da poluicdo (LOEBMANN, 2005).

1.2.1 Familia Leptodactylidae Werner, 1896

A familia Leptodactylidae é a maior familia de anuros sendo composta por 51
géneros e aproximadamente 1.090 espécies, que ocorrem desde a América do Sul até a
América do Norte, estando presentes também nas Indias Ocidentais (LIMA et al., 2005). Os
leptodactilideos sdo extremamente variaveis no tamanho (com espécies de 12 até 250 mm de
comprimento), estrutura, aparéncia, assim como habitos de vida, podendo algumas espécies

ser aquaticas, arboricolas ou terrestres (DEIQUES et al., 2007).

1.2.1.2 Leptodactylus latrans (Steffen, 1815)

Popularmente conhecida como rd manteiga a espécie Leptodactylus latrans é
muito freqlente na regido sul, sudeste, nordeste, centro-oeste e norte do Brasil, podendo ser
encontrada no Paraguai, Argentina e Uruguai (DEIQUES et al.,, 2007). O tamanho
aproximado é de 140 mm para 0 macho e 120 mm para a fémea, possui 0 dorso com quatro ou
cinco pregas longitudinais de coloracdo-avermelhada ou cinzenta com mancha triangular
entre os olhos, a coloragcdo ventral é esbranquicada com manchas irregulares, os olhos sdo
laterais com pupila horizontal (Figura 1). Machos possuem bragos bem desenvolvidos e duas
espinhas corneas em seu primeiro dedo (LOEBMANN, 2005; DEIQUES et al., 2007).

Habitam ambientes aquaticos de pequena profundidade, pantanos e arroios em
areas abertas, nos meses mais frios sdo encontradas embaixo de pedras e troncos. A
alimentacdo é constituida por insetos, larvas e em menor freqiéncia outros anuros. A época
reprodutiva ocorre nos meses de setembro a fevereiro, 0s machos vocalizam ao dia e a noite, o
canto é composto de notas curtas, graves e de baixa frequéncia (ACHAVEL; OLMOS, 2009).
O acasalamento é denominado amplexo que significa abragco, onde o macho se posiciona

sobre a fémea abracando-a. As fémeas tém cuidado parental por até 60 dias, posicionando-se
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na parte central do ninho apds a desova e desloca-se para cuidar dos girinos, atacando
possiveis agressores (LOEBMANN, 2005). L. latrans é uma espécie que resiste a alteracoes
ambientais produzidas pelo homem, seus girinos parecem suportar graus de poluicdo, que
normalmente ndo sdo aceitaveis por outros anuros, fazendo com que esta ra seja muito comum
em lugares poluidos e habitados por homens (IZECKSOHN; CARVALHO, 2001).

Fnte: Haddad (2008)
1.3 AGROTOXICOS EM LAVOURAS DE ARROZ

Agrotoxicos sdo considerados toxinas utilizadas para afastar, controlar e matar
organismos indesejados nas lavouras. Sdo agrupados de acordo com o que é desejado
combater, sendo herbicidas (para combater plantas daninhas), fungicidas (combater fungos),
inseticidas (para insetos) entre outros pesticidas (MEIRELLES et al., 1991; VAZ, 2006).

Os agrotoxicos podem contaminar o ar, solo, dguas superficiais e subterréneas,
acabam se acumulando em organismos da cadeia biologica, e podem causar danos em animais
silvestres e até em humanos (MEIRELLES et al., 1991).

Os herbicidas, inseticidas e fungicidas também séo utilizados na cultura de arroz
irrigado. Na maior parte das lavouras do sul do Brasil, as aplicacdes dos agrotoxicos sdo
seguidas pela inundacao das lavouras (RESGALLA et al., 2002), o que deixa 0s organismos
aquaticos e semi-aquaticos expostos a acdo direta dos mesmos. Existem compostos
organofosforados e organoclorados muito utilizados na cultura de arroz irrigado, esses

compostos sdo altamente nocivos e persistentes no meio ambiente, sendo os organoclorados
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bioacumulativos (COPATTI, 2009; RUEGG et al., 1991). Os agrotoxicos estdo classificados
em extremamente, altamente, mediamente ou pouco téxicos, em funcdo da sua toxicidade a
saude humana e ao grau de impacto ao ambiente (VAZ, 2006).

Entre os agrotoxicos indicados para 0 uso agricola em lavoura de arroz, podem ser
citados: Ricer — Penoxsulam, Veget'oil — Oleo vegetal, Basagran 480 — Bentazona, Decis 25
EC — Deltametrina, Priori — Azoxistrobina, Score — Difenoconazol, estes agrotoxicos

possivelmente sdo encontrados na lavoura em estudo.

1.3.1 Ricer — Penoxsulam

Agroquimico de classificacdo toxicologica Il (altamente toxico), e classificacéo
ambiental 1l (perigoso ao meio ambiente). Do grupo quimico Sulfonanilida
Triazolopirimidina, composicdo quimica 3-(2,2-difluoroethoxy)-N-(5,8-dimethoxy, triazolo,
pyrimidin-2-yl)-a,a,a-trifluorotoluene-2-sulfonamide, em plantas possui agdo inibitoria da
enzima acetolactato sintase (ALS), basica para biogénese de aminoacidos essenciais de cadeia
ramificada valina, leucina e isoleucina (CONCENCO et al., 2006). E recomendado para o
controle de plantas infestantes (gramineas) e ciperaceas na cultura de arroz irrigado. E
considerado altamente movel, apresentando potencial de deslocamento no solo. Pode agir em
aguas subterrdneas, sendo também altamente toxico para algas. Os efeitos crénicos
observados em camundongos expostos por dezoito meses a doses de até 759 mg/kg peso
corporal/dia foram o aumento dos pesos relativos e absolutos do figado, hipertrofia com
alteracdo da mancha citoplasmatica dos hepatocitos e preenchimento da lacuna do parénquima
comsangue do figado (DOWAGRO, 2013).

1.3.2 Veget’oil — Oleo vegetal

Inseticida do grupo quimico dos ésteres dos &cidos graxos, emulsificante de
classificacdo ambiental 1V (pouco perigoso ao meio ambiente) (OXIQUIMICA, 2013).

1.3.3 Basagran 480 — Bentazona

Herbicida do grupo quimico Benzotiadiazinona, sua composicdo quimica 3-

isopropyl1H-2,1,3-benzothiadiazin-4  (3H)-one-2,2-dioxide. ~ Apresenta  classificacdo
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toxicologica | (extremamente toxico) e classificacdo ambiental 1l (perigoso ao meio
ambiente). E altamente persistente e movel, em plantas atua na superficie foliar, paralisando a
fotossintese levando, conseqiientemente, a planta a morte. Espécies de ciperaceas, algumas
monocotiledéneas e muitas dicotileddneas sdo susceptiveis a este produto. Efeitos crénicos
emanimais de laboratério mostraram que nas doses mais altas os efeitos toxicologicos foram:
desidratacdo, diminuicdo do peso, alteracbes hematologicas, inflamacdo intestinal, aumento
do peso do rim (BASF, 2013).

1.3.4 Decis 25 EC — Deltametrina

Inseticida do grupo piretrdide, composicdo quimica (S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl
(1R,3R)-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate. De  classificagdo
toxicoldgica Il (altamente toxico) e classificacdo ambiental | (altamente perigoso ao meio
ambiente). Altamente bioconcentravel em peixes, toxico para organismos do solo, algas e
microcustaceos. Animais de laboratério expostos apresentaram efeitos crénicos como
dermatite e alergias respiratorias. Efeitos especificos por piretdides sintéticos sdo

neurotdxicos e interagem com canais de sédio (BAYER, 2013).

1.3.5 Priori — Azoxistrobina

Fungicida sistémico do grupo quimico Estrobilurina de classificacéo toxicologica
I (mediamente toxico) e classificacdo ambiental 111 (perigoso ao meio ambiente).
Composigdo quimica Methyl(E)-2-{2-[6- (2-cyanophenoxy)pyrimidin-4-yloxy]phenyl}-3-
methoxyacrylate. Fungicida que inibe o transporte de elétrons entre o citocromo b e o
citocromo cl na cadeia respiratoria mitocondrial, perturbando a produgdo de ATP
(BEZERRA, 2007). Estudos sobre os efeitos crdnicos em animais de laboratorio, com o
tratamento de azoxistrobina na dieta, mostraram que o figado foi considerado o 6érgdo alvo,
havendo hiperplasia epitelial ou ulceracdo do ducto biliar e hiperlasia biliar do figado. As
alteracdes no figado foram consideradas como secundéarias para a toxicidade do ducto biliar
(SYNGENTA, 2013a).
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1.3.6 Score - Difenoconazol

Fungicida sisttmico do grupo quimico Triazdl, composicdo quimica cis-trans-3-
chloro-4-[4-methyl-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-2-yl]phenyl 4-chlorophenyl
ether, classificacdo toxicologica | (extremamente toxico) e classificacdo ambiental Il (muito
perigoso ao meio ambiente). Atua na inibicdo da demetilacdo durante sintese de ergosterol,
um componente critico para a integridade das membranas fungicas. Em animais € um indutor
do sistema enzimatico hepatico citocromo P450, e inibidor da atividade aromatase (enzima
responsdvel pela conversdo da testosterona e androestenediona em esterOides sexuais
femininos como o estradiol). O principal modo de acdo toxica € a depressdo do sistema
nervoso central. Estudos cronicos de animais de laboratorio mostraram uma diminui¢do no
ganho de peso e toxicidade hepatica e renal, apds tratamento com difenoconazol, e em altas
concentragdes causou toxicidade materna. E considerado possivel carcinogénico em humanos
(SYNGENTA, 2013b).

E valido ressaltar que existem agrotoxicos que sdo vendidos ilegalmente no
Brasil, eles sdo adquiridos sem o receituario agrondmico, e muitos agricultores aplicam doses
acima das recomendadas pelo fabricante, o que pode contribuir para o aumento da
contaminacdo ambiental (FRAGA, 2012).

1.4 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

Radicais livres (RLs) sdo definidos como atomos ou grupo de atomos com um
elétron ndo-pareado na sua dltima camada de valéncia, sendo eles altamente reativos com
outras moléculas. Alguns exemplos de radicais livres encontrados em organismos sdo 0 anion
superoxido (O2") e o radical hidroxila (OH"). Os radicais livres possuem um tempo de meia
vida curto, devido a instabilidade eletrdnica que apresentam, resultando na possibilidade de
extrairem elétrons de outras moléculas com as quais venham a formar outros radicais
(PEREIRA, 1996).

Outras substancias como o perdxido de hidrogénio (H,02), ndo possuem elétron
ndo pareado na ultima camada, porém sdo altamente reativas como os radicais livres. Essas
substancias sdo classificadas como espécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas
de nitrogénio (ERNSs), (DROGE, 2002).
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As EROs podem ser produzidas nos organismos, por fontes exdgenas como a
radiacdo, 0s agrotoxicos, os medicamentos, a poluicdo ambiental, ou por fontes enddgenas
como a degradacdo de &cidos graxos e a oxidacdo de pequenas moléculas entre outros
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Ao longo da cadeia transportadora de elétrons, as EROs podem ser geradas por
erros no processo de reducdo univalente do oxigénio, dentre eleso O,", OH e 0 H,O, (AMES
etal.,, 1993), as quais sdo altamente prejudiciais as células bioldgicas.

Nas células, 0 O, é formado a partir do oxigénio por diferentes mecanismos,
podendo reagir com o nitrosonium (NOY), gerando o peroxinitrito (ONOO?) que é
neurotoxico, ou pode ser convertido por enzimas em H,O, que, na presenca de ions como o
cobre ou ferro, da origemao OH™ que é extremamente toxico (VERONESI et al., 2002).

As EROs estdo balanceadas com defesas antioxidantes. Essas defesas podem ser
enzimas como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPX). Quando estas enzimas estdo em menor quantidade nos organismos algumas
biomoléculas podem sofrer dano e ndo serem mais reparadas (VALKO et al., 2006). Um
distirbio no balango entre pro-oxidantes e antioxidantes em favor do primeiro, gera o estresse
oxidativo, o que pode resultar em adaptacao ou lesdo celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Proteinas, lipideos, carboidratos e acidos nucléicos sdao alvos celulares dos danos
oxidativos, podendo alterar as propriedades fisicas e quimicas das membranas celulares,
modificando a sua fluidez e permeabilidade e, consequentemente, levando a morte celular
(VASCONCELOS et al., 2007).

1.4.1 Peroxidacdo Lipidica

A peroxidacdo dos lipidios das membranas celulares € um exemplo de lesdo
biolégica que pode ser promovida pelos radicais livres (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999). A reacdo das espécies ERO ou ERN com os acidos graxos poliinsaturados, presentes
nas membranas celulares e nas lipoproteinas, inicia um processo em cadeia conhecido como
peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO), que pode ser avaliado e utilizado como um
indicador do estresse oxidativo celular (LIMA; ABDALLA, 2001)

As propriedades das membranas biol6gicas podem ser alteradas pela acdo dos

radicais livres, pela formacdo de ligacOes cruzadas por reagdes de terminagéo radical-radical
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entre lipidio- lipidio e lipidio proteina, assim como o encurtamento das cadeias lipidicas por
processos degradativos que levam a um aumento da rigidez das membranas celulares
(BARBOSA, 2008).

A peroxidacdo de lipidios esta relacionada com efeitos toxicos de diversas
substancias quimicas, injdrias nos tecidos e no desenvolvimento de doencas (DAL-PI1ZZOL et
al., 2000).

1.4.2 Dano oxidativo em proteinas

As proteinas estdo presentes em altas concentracfes nos sistemas bioldgicos, e
seus aminoacidos sdo altamente suscetiveis a oxidacdo. Os aminoacidos como arginina,
cisteina, prolina, metionina sdo altamente sensiveis ao radical OH". A oxidacdo de
aminoacidos leva a carbonilacdo, fragmentacdo, cross-linking, agregacdo protéica e
consequentemente perda de funcdo e protedlise (HALLIWELL; GUTERIDGE, 1999;
VALKO etal.,, 2006).

A oxidacdo de proteinas em sistemas bioldgicos pode levar a indugdo de dano ao
DNA e nos processos de sinalizagdo celular (ROSEIN et al., 2006). A a¢do das ERO e ERN
pode ser responsaveis pela mutacdo ou mesmo oncogénese sobre 0 DNA (BARREIROS et
al., 2006) e os grupos carbonil tém sido utilizados para a avaliagdo de danos em proteinas
(POSSAMAI et al., 2007).

1.4.3 Defesas antioxidantes

Com os efeitos danosos das EROs e ERNs as células apresentam enzimas
especificas que atacam diretamente as EROs, formando produtos menos agressivos, as
principais enzimas antioxidantes sdo: SOD, CAT e GPX (MICHIELS et al., 1994).

A SOD converte 0 O,” em H,0, e oxigénio molecular, enquanto CAT atua com a
GPX ndo permitindo a produgdo OH" a partir do peréxido de hidrogénio (MICHIELS et al.,
1994; RITTER, 2003).
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Oy + Oy + 2H* SOD H,0,+ O,
H,O,  CAT 0,, 2H,0
ROOH + 2GSH GPx ROH + H,O + GSSG

A atuacdo destas enzimas é de extrema importancia para a protecdo celular contra
0 estresse oxidativo. O desequilibrio entre as enzimas aumenta o estresse oxidativo, com
consequente dano celular, participando da génese de doengas (DAL-PIZZOL et al., 2003).

Os agrotoxicos parecem contribuir para o estresse oxidativo em modelos animais
(POSSAMAI et al., 2007; BAINY etal., 1996; DORVAL, et al., 2005).

Em geral os anfibios sdo muito susceptiveis a danos provocados por agrotoxicos,
pelo fato deste grupo viver o maior tempo de sua vida em ambientes aquaticos e a sua pele ser

altamente permeédvel e muito sensivel a produtos quimicos.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

v" Auvaliar o impacto do uso de agrotoxicos em lavoura de arroz irrigado sobre

Leptodactylus latrans (Steffen, 1815) por meio de bioensaios.

1.5.2 Objetivos especificos

v Verificar a ocorréncia de estresse oxidativo em diferentes o6rgdos das ras
Leptodactylus latrans (Steffen, 1815) que habitam area de lavoura de arroz com

uso de agrotoxico.

v' Comparar os niveis de estresse oxidativo registrados em machos e fémeas de
Leptodactylus latrans (Steffen, 1815) que habitam area de lavoura de arroz com

uso de agrotoxico.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AREAS DE ESTUDO

O presente trabalho foi desenvolvido em dois ambientes distintos: lavoura de
arroz irrigado, onde se usa agrotoxicos e, areas naturais livre da influéncia de agrotoxicos,
tendo como espécie alvo Leptodactylus latrans. As capturas dos animais foram realizadas em
quatro &reas: plantacdo de arroz irrigado (Oryza sativa L.) localizada no municipio de Treze
de Maio, SC (grupo teste) (Figuras 2 e 3) e em trés areas Umidas de restinga da planicie
costeira do sul de Santa Catarina (grupo controle) (Figuras 4 e 5). O controle foi constituido
de trés areas, pois ndo foi possivel capturar o nimero minimo necessario de espécimes em

apenas um local.

2.1.1 Lavoura de arroz irrigado e com uso de agrotdxicos

A lavoura de arroz irrigado ocupa uma area de 12 hectares, onde o cultivo com a
aplicacdo de agrotdxicos vem sendo realizado ha mais de 10 anos. A agua que inunda esta
lavoura passa por outras duas plantacdes de arroz que também utilizam agrotoxicos. O uso de
agrotoxicos foi constatado por meio de uma entrevista direta com o proprietario da area.

Treze de Maio € um municipio localizado no sul de Santa Catarina (28°33°32"S e
49°08°52"0), na microrregido da AMUREL, a 165 km de Floriandpolis.

O clima da regido Sul de Santa Catarina é classificado segundo Kdppen (1948)
como o tipo climatico Cfa, com média pluviométrica anual de 1983 mm, ocorrendo o periodo
mais chuvoso de dezembro a fevereiro e 0 menos chuvoso de abril a julho. A temperatura
média anual para a area oscila entre 17 e 19,3°C, com maximas de 23,4 a 25,9°C e minimas de
12 a 15°C (EPAGRI, 2001).
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Figura 2 - Mapa de localizagdo do municipio de Treze de Maio, Santa Catarina.

Fonte: Abreu (2006)

Figura 3 - Cultivo de arroz irrigado no municipio de Treze de Maio, Santa Catarina, (A)
corrego que irriga a lavoura e (B, C, D) area de cultivo de arroz.

Fonte: Do autor (2013)
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Segundo dados da EPAGRI (2001), o solo € considerado Podzolico Vermelho-
Amarelo Alico e Distrofico Th. A moderada textura médio-argilosa fase floresta tropical
perenifolia relevo suave ondulado. As principais limitacdes ao uso agricola dizem respeito a
baixa fertilidade natural e aos elevados teores de aluminio trocavel. As propriedades fisicas e
de relevo favoraveis fazem com que estes solos apresentem boas condicdes de utilizacao,
tanto para lavouras quanto para usos menos intensivos, desde que devidamente corrigidos e
adubados, além de cuidados especiais quanto a eroséo.

Treze de Maio possui uma area territorial de 161,08 Km?, (EPAGRI, 2005) sendo
que 984 ha correspondem a area total do cultivo de arroz do municipio em 2011, com uma

producdo de 6.396 toneladas de arroz em casca (IBGE, 2013).

2.1.2 Area controle

As coletas dos animais do grupo controle foram executadas em trés areas umidas,
livres da influéncia da cultura de arroz irrigado com o uso de agrotoxicos, em ambientes de
restinga. Estas areas se encontram nos municipios de Laguna na localidade de Ponta da Barra,
Jaguaruna, na praia do Camacho e em Balneéario Arroio do Silva (Figuras 4 e 5).

A érea de coleta no municipio de Laguna se localiza nas coordenadas 28° 30’18 S
e 48°45°17 O, na Ponta da Barra, ado municipio de Jaguaruna nas coordenadas 28°37°22 S e
48° 53°05 O, na Praia do Camacho e no municipio de Balneario Arroio do Silva 29° 00°08 S e
49°26°43 O.
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Figura 4 - Localizacdo dos municipios de Laguna, Jaguaruna e Balneario Arroio
do Silva, Santa Catarina.

Fonte: Abreu (2006).

Figura 5 - Areas controle (A) Laguna, (B) Jaguaruna, (C e D) Balnério Arroio do Silva.

Fonte: Do autor (203)
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2.2 COLETA DOS ANIMAIS

O estudo foi dividido em dois grupos: (1) controle e (2) expostos ao
agroecossistema, com um numero de 20 animais por grupo. Este numero se faz necessario,
devido aos animais silvestres apresentarem maior variabilidade genética, e necessita de um
numero mais elevado do que aquele utilizado com animais de linhagem pura, para se obter um
melhor padréo de resposta.

A coleta dos animais da espécie Leptodactylus latrans (Steffen, 1815) (rd
manteiga) foi realizada manualmente, no periodo noturno (do crepusculo até as 23h00min),
entre 0s meses de novembro/2012 e mar¢o/2013. Na lavoura de arroz os animais foram
capturados em novembro/2012, logo apds a inundagdo das lavouras e pelo menos 15 dias apds
a aplicacdo dos agrotdxicos. Nas areas controle, os animais foram capturados nos meses de
fevereiro e marco de 2013, logo apds periodos de chuva.

O sexo dos animais ndo foi identificado no momento da coleta, pois muitos
animais ndo estavam vocalizando. Foi adotado como parametro de corte para a inclusdo dos
animais no estudo o peso igual ou superior a 30 g. O peso igual a 30 g foi considerado como o
minimo para que o animal fornecesse amostras das visceras em volume adequado a
necessidade dos testes bioquimicos.

Apds a captura, os animais foram acondicionados individualmente em sacos
plasticos devidamente identificados e com agua nativa, ainda no campo os animais foram
submetidos a eutanasia com lidocaina 5%, congelados em nitrogénio liquido e posteriormente
levados para o Laboratdrio de Fisiopatologia Experimental da Universidade do Extremo Sul
Catarinense, onde foram congelados em freezer -80°C. No dia seguinte, 0os animais foram
descongelados em temperatura ambiente, foram extraidos o figado, pulmdes, rins e musculos
dos membros posteriores dos anfibios (Figura 6) para as analises bioquimicas de estresse
oxidativo.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do
Extremo Sul Catarinense, registrado no protocolo 122/2012 e pelo Sistema de Autorizagéo e

Informacao em Biodiversidade - SISBIO nimero 37086-3.
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Figura 6 - Procedimentos para as retiradas de amostras de Leptodactylus latrans
(Steffen, 1815), (A) macho e (B) fémea.

A > B

Fonte: Do autor (2013)

2.3 ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO
2.3.1 Medidas de substancia reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

Como indicio de peroxidacédo lipidica no figado, pulmao, rim e musculo foram
medidos através da formagao de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, onde as amostras
foram homogeneizadas com tampéo PBS (pH 7,4). O homogenato foi precipitado por meio de
uma reacdo 4cida com écido tricloroacético (TCA, Vetec®) a 12% e agitado vigorosamente
durante cerca de 5s. Em seguida, incubado em tampdo Tris-HCI| 60 mM, pH 7,4 (0,1 mM
DTPA), Sigma-Aldrich®e 4cido tiobarbitdrico (TBA, Sigma-Aldrich®) 0,73% durante 60 min
a 100°C. Apds, o material foi resfriado durante 15 min a 5°C, centrifugado (5 min a 5000
giros) e a absorbancia do cromoforo de cor rosea foi medida em 535nm, sendo os valores
expressos em malondialdeido (MDA) por miligrama de proteina (nmol/mg/proteina)

conforme método descrito proposto por Draper e Hadley (1990).
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2.3.2 Medida de dano oxidativo em proteinas

O dano protéico no figado, pulmédo, rim e musculo foram determinados pela
medida de grupos carbonil. As amostras obtidas foram precipitadas pela adicdo de acido
cloridrico (HCI, Vetec®) e as proteinas dissolvidas com 2,4 - dinitrofenilidrazina (DNPH,
Sigma-Aldrich®). Os grupamentos carbonil formados pela reacdo base de Schiff foram
medidos em espectrofotometro pela absorbancia em 370 nm. Os resultados foram expressos

por carbonilacdo por miligrama de proteina (nmol/mg/proteina) (LEVINE et al., 1990).

2.3.3 Atividade de superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada medindo a taxa de decaimento da
absorbancia do per6xido de hidrogénio em 240 nm conforme previamente descrito
(JOHANSSON; BORG, 1988). A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da auto-
oxidacdo da adrenalina medida espectrofotometricamente conforme previamente descrito
(BANNISTER; CALABERESE, 1987). Os resultados foram expressos em unidade por
miligrama de proteina (U/mg/proteina).

2.3.4 Determinacdo de proteinas

O método de determinacdo de proteinas totais utilizado foi o proposto por Lowry
et al. (1951) para a normalizacdo dos resultados. O principio do método baseia-se numa
mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosforico (reagente Folin-Ciocalteau, Fator 1°),
que sofre uma reducdo quando reage com proteinas, produzindo um composto com absor¢do

maxima em 750 nm.

2.3.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média = desvio padrdo. Diferencas entre os
grupos foram determinadas por Teste T student, sendo p<0,05 considerado significativo.
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS 20:0 para
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
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Os resultados foram analisados no todo, incluindo todos os animais capturados,
machos e fémeas e separado os machos. Foi adotado este procedimento pelo fato de que os
hormdnios reprodutivos podem interferir nas respostas ao estresse oxidativo das fémeas em
mamiferos, conforme assinala Lazzaretti et al. (2008). Como ndo se sabe 0 comportamento
dos anfibios em relacdo a isto e pelo fato das coletas terem ocorrido durante a época

reprodutiva da espécie, os resultados foram analisados separados.
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3 RESULTADOS

Foram capturados animais machos e fémeas com peso entre 30 4 60 gramas. Dos
qguarenta animais capturados 24 eram machos e 16 eram fémeas. Dentre as fémeas 6

pertenciamao grupo controle e 10 pertenciamao grupo exposto.

3.1 DANOS OXIDATIVOS

Foi observado um aumento significativo nos niveis de TBARS apenas no rim
(p=0,001) e no musculo (p=0,001) dos animais expostos aos agrotdxicos em compara¢ao ao
grupo controle (Figura 7). Ao separar animais machos observou-se um aumento significativo
nos niveis de TBARS no pulméo (p=0,03), rim (p=0,01) e musculo (p=0,01) (Figura 8) de

animais expostos ao agrotdxico.

Figura 7- Niveis de peroxidacdo lipidica em figado, pulméo, rim e musculo de L. latrans
(machos e fémeas) Valores expressos como média = desvio padrdo (n=20). * mostra
resultados significativos pelo test t student para valores de p <0.05.
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Fonte: Do autor (2013)



26

Figura 8 - Niveis de peroxidacdo lipidica em figado, pulméo, rim e musculo de L. latrans
(machos) Valores expressos como média + desvio padrdo (n=9). * mostra resultados
significativos pelo test t student para valores de p <0.05.
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Fonte: Do autor (2013)

As diferencas observadas entre os grupos analisados (exposto e controle) em
relacdo ao dano oxidativo em proteinas, indicado pelos niveis de formacdo dos grupos
carbonil em Leptodactylus latrans, ndo foi estatisticamente significativo (Figura 9), nem
guando foram excluidas as fémeas nos testes estatisticos (Figura 10), embora tenham

mostrado uma tendéncia ao aumento em animais expostos aos agrotdxicos.
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Figura 9 - Niveis de proteinas carboniladas em figado, pulméo, rim e musculo de L. latrans
(machos e fémeas) Valores expressos como média = desvio padrdo (n=20). * mostra
resultados significativos pelo test t student para valores de p <0.05.
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Fonte: Do autor (2013)

Figura 10 - Niveis de proteinas carboniladas em figado, pulmdo, rim e mdsculo de animais
machos de L. latrans. Valores expressos como média = desvio padrdo (n=9). * mostra
resultados significativos pelo test t student para valores de p <0.05.
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3.2 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

O mecanismo bioguimico de defesa encontrado nos seres vivos, dependem da
capacidade funcional de cada tecido, bem como a resposta das enzimas a diferentes substratos
contaminantes (COGO et al., 2009).

No presente estudo foi observada uma diminuicéo significativa nos niveis de SOD
no rim (p=0,03) de Leptodactylus latrans e uma tendéncia a diminuigcdo em musculo expostas
aos agrotdxicos em comparagdo ao grupo controle (Figura 11). Em animais machos os niveis
de SOD diminuiram significativamente no rim (p=0,03) e no musculo (p=0,03) do grupo

exposto ao agrotdxico (Figura 12).

Figura 11 - Atividade da enzima superoxido dismutase em figado, pulmao, rim e musculo
de L. latrans. Valores expressos como média + desvio padrdo (n=20). * mostra resultados
significativos pelo test t student para valores de p <0.05.
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Figura 12 - Atividade da enzima SOD em figado, pulmdo, rim e musculo de animais
machos de L. latrans. Valores expressos como média + desvio padrdo (n=9). * mostra
resultados significativos pelo test t student para valores de p <0.05.
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A atividade da catalase aumentou significativamente apenas no figado (p=0,04) de

Leptodactylus latrans, expostas aos agrotdxicos quando comparadas ao grupo controle

(Figura 13). Enquanto os animais machos expostos aos agrotoxicos ndo diferiram nos niveis

desta enzima quando comparados ao grupo controle (Figura 14).
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Figura 13 - Atividade da enzima catalase em figado, pulmdo, rim e mdsculo de L. latrans.
Valores expressos como média + desvio padrdo (n=20). * mostra resultados significativos
pelo test t student para valores de p <0.05.
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Figura 14 - Atividade da enzima catalase em figado, pulmédo, rim e masculo de animais
machos de L. latrans. Valores expressos como média + desvio padrdo (n=9). * mostra
resultados significativos pelo test t student para valores de p <0.05.
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4 DISCUSSAO

As lavouras de arroz sdo formadas por um mosaico de ambientes aquaticos e
terrestres, que abrigam uma rica biodiversidade, mantida pela rapida colonizacéo, reproducéo
e crescimento dos organismos (HOOK,1994).

O uso de agrotoxicos € uma pratica muito antiga na agricultura brasileira, o que
tém contribuido para a degradacdo dos ecossistemas, sendo mais diretamente afetado o
ambiente aquatico (RUEGG et al., 1991). Os principais agroquimicos utilizados na lavoura de
arroz sdo compostos organofosforados e organoclorados. Esses compostos podem se
acumular na cadeia alimentar devido a sua lipofilicidade e persisténcia e a sua toxicidade
deve-se pelo fato de seremestruturalmente diferentes das substancias encontradas na natureza
e, portanto, alguns organismos contaminados ndo tém a capacidade de metaboliza-las,
causando a acumulagéo (BAIRD, 2002).

O solo é onde se encontra a forma mais concentrada dos organoclorados, tendo
um tempo de meia-vida maior, sendo transferidos para culturas futuras, podendo também
permanecer ativos por um curto periodo de tempo. A agua € mais afetada pela aplicagcdo direta
e carregamento da chuva. O ar pode ser alterado pela volatilizagdo dos produtos quimicos
junto com a agua e afetar populagdes a certa distancia (RUEGG et al., 1991).

O ambiente imediato e circundante da lavoura de arroz em estudo pode estar
sendo alterado constantemente por esses fatores, pois esta localizada em uma area onde se
cultiva arroz (Oryza sativa L.) hd mais de dez anos e com uso frequente e pouco controlado
de agrotoxicos. Além dos agroquimicos a dgua que irriga as lavouras é afetada por outros
cultivos agricolas, despejos industriais e domesticos que poderiam acentuar ainda mais 0s
efeitos deletérios sobre os anfibios residentes nas canchas de arroz irrigado.

Deve-se levar em conta ainda que os produtos quimicos utilizados nas lavouras de
arroz sao geralmente aplicados em misturas, o que pode levar a um efeito sinérgico, que
provoca ou potencializa as respostas dos organismos, de modo diferenciado daquelas obtidas,
quando os organismos séo expostos aos produtos de forma individualizada (HUGHES, 2002).

Alguns estudos mostram que diversos animais aquaticos estdo sofrendo alteracoes
morfolégicas e metabdlicas em ambientes com presenca de agrotoxicos. Em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), a exposicdo a um organoclorado provocou edema nas branquias,
separacdo do epitélio lamelar, fusdo lamelar e inchaco das células epiteliais (CAPKIN et al.,
2006).
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Tardivo e Rezende (2005) realizaram estudos da determinagéo de organoclorados
comdiferentes géneros de peixes e concluiram que o local mais impactado estd mais proximo
da zona de atividade agricola e o grau de contaminagdo diminui a medida que aumenta a
distincia. Esses autores também afirmam que ha uma tendéncia do organismo em acumular
organoclorados onde h4 maior teor de lipideos.

Moreira et al. (2012) observaram malformagdes no sapo cururu (Rhinella
schneideri) de éareas agricolas, sendo este resultado confirmado pelas analises de carga
parasitaria, presenca de microndcleos, DN A alterado e analise histologica de drgaos e tecidos.
Peltzer et. al. (2011) acompanhou por nove anos as anormalidades morfologicas em areas de
floresta e areas agricolas, e concluiu que as espécies Rhinella fernandezae, Leptodactylus
latrans, Hypsiboas pulchellus apresentaram maiores anormalidades morfoloficas em areas de
agricultura.

Esses resultados sdo evidencias que as substancias toxicas encontradas nos
agrotoxicos sdo capazes de interagir com 0s organismos Vvivos nos ambientes aquaticos
causando inimeras alteracGes, podendo gerar graves desequilibrios ecolégicos dependendo do
grau de impacto e do tempo de exposicdo (LIVINGSTONE etal., 1994).

O estresse causado pelos agrotdxicos deve-se a producdo de EROs, como o ion
superoxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxila e oxigénio livre (ATLI; CANLI, 2007).
Esses radicais podem ser formados pelo contato do organismo com o0s agrotdxicos, que sao
bioacumulados e reagem com lipideos, proteinas ou &cidos graxos, gerando o estresse
oxidativo e diversas injurias bioguimicas ou genéticas (COGO et al, 2009). Assim o0s
parametros bioguimicos sdo bons indicadores de estresse causado por poluentes (PANDEY et
al., 2003).

Infelizmente existem poucos estudos sobre o estresse oxidativo em anfibios que
habitam areas agricolas com uso de agrotoxicos, embora haja uma grande quantidade e
diversidade de anuros que habitam esses locais. Além disso, pouco se sabe sobre a
interferéncia hormonal no estresse oxidativo em rds fémeas, porém se sabe que na época
reprodutiva ocorre a inducdo de alguns horménios, que podem interferir nos parametros
bioquimicos (BROWNE; FIGIEL, 2006; LAZZARETTI et al., 2008).

No presente estudo os danos oxidativos foram medidos pelo aumento dos niveis
de TBARS assim como o0 numero de proteinas carboniladas. O aumento nos niveis de TBARS
no rim e no musculo de animais expostos aos agrotoxicos assemelham-se com os obtidos por
Dorval et al. (2005), onde peixes da espécie Catostomus commersoni apresentaram danos em

lipideos em areas utilizadas pela agricultura, os resultados desses autores ainda mostram que o
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tecido do rim foi mais prejudicado do que o tecido do figado, concordando também com o
presente trabalho.

Winston et al. (1998) sugerem que o figado pode ser menos vulneravel ao estresse
oxidativo que o tecido renal. Ezemonye e Enuneku (2011), também observaram um aumento
no nivel de TBARS em figados de sapos expostos a metais pesados, cerca de 79,5% em
comparacdo com o grupo controle. Ao separar animais machos observou-se também dano em
lipideos no tecido do pulméo, que ndo foi observado no grupo todo de animais (machos e
fémeas em conjunto), isso pode ter ocorrido devido a indugdo hormonal que as fémeas
apresentam no seu periodo reprodutivo, interfirindo assim na diminuicdo dos parametros
inflamatorios, assim como na diminuicdo no produto de lipoperoxidacdo MDA
(LAZZARETTI et al., 2008). Isso pode ser uma evidéncia de que animais machos da espécie
Leptodactylus latrans s&o melhores bioindicadores para o estresse oxidativo.

Em relacdo ao dano oxidativo em proteinas, indicado pelos niveis da formacgéo
dos grupos carbonil, obteve-se um aumento de ordem n&o significativa encontrada no grupo
exposto aos agrotoxicos, supostamente o organismo dos anfibios pode estar sofrendo
adaptacdes para sobreviver as alteracdes provocadas pelos agroguimicos, e por isso ndo estdo
apresentando danos nas proteinas, pois a espécie Leptodactylus latrans tem se mostrado muito
resistente e comum em lugares poluidos (IZECKSOHN; CARVALHO, 2001).

Através de testes enzimaticos é possivel definir alguma alteracdo causada no
organismo como consequéncia da atividade antrépica e funciona como um sinal de alerta de
contaminacdo. A SOD é uma das principais enzimas utilizadas no combate ao dano oxidativo
das espécies reativas de oxigénio (CHANDRAN et al., 2005; GU et al., 2006). No presente
estudo a diminuicdo da atividade de SOD no rim no grupo geral (machos e fémeas), e no rim
e musculo de animais machos de Leptodactylus latrans expostas aos agrotoxicos mostram que
esta espécie estd sofrendo estresse oxidativo nesta area. Nos rins e nos musculos ocorreram
niveis altos de peroxidagdo lipidica e baixos niveis da enzima antioxidante superoxido
dismutase. Esses resultados concordam com Gu et al. (2006), que analisaram moluscos
bivalves (Pinctada fucata) expostos a altas concentracGes de metais apresentando inibicdo
enzimatica. Ezemonye e Enuneku (2011) registraram um aumento na atividade de SOD no
figado de rds (Bufo maculatus) expostas a metais, e apontaram que 0 aumento foi dependente
da concentragdo, uma vez que as respostas das enzimas podem variar de acordo com as
concentracdes dos poluentes (ATLI ; CANLI, 2007). E de extrema importancia ressaltar que
estamos comparando os resultados com organismos de espécies diferentes, pela falta de

estudos realizandos com anfibios e em especial a espécie Leptodactylus latrans. Desta forma
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organismos de espécies diferentes podem responder a formas variadas aos processos
fisiologicos.

A atividade da catalase também € muito importante por ser uma enzima
antioxidante que apresenta elevada atividade quando o organismo se encontra em estresse
oxidativo (LAN et al., 1995). O aumento da atividade de catalase foi observado no figado de
Leptodactylus latrans expostas aos agrotdxicos no presente estudo. Esse aumento pode
explicar o motivo deste o0rgdo ndo estar sofrendo dano em lipidios (TBARS). Talvez o fato
deste Orgdo ser tdo vulneravel a poluentes (por exemplo agrotoxicos), as células podem
aumentar a producdo de enzimas antioxidantes, como a catalase, a fim de contornar o estresse
oxidativo conforme assinala Gupta et al. (1991).

Bainy et al. (1996) obtiveram resultados diferentes na espécie Oreochromis
niloticus no monitoramento de areas poluidas, registrando inibicdo da catalase. Outros autores
também obtiveram uma diminuicdo da catalase em areas contaminadas por agrotoxicos, como
o trabalho de Dautremepuits et al. (2004), que avaliou figado e rim em peixes da espécie
Cyprinus carpio L. O resultado foi 0 aumento da atividade da catalase nos quatro primeiros
dias de exposicdo, e uma diminuicdo desses niveis a partir do oitavo dia. Isso pode ocorrer
devido as defesas antioxidantes serem esgotadas frente a substancias pré-oxidantes,
dependendo do tempo e intensidade da exposicdo (TREVISAN, 2008).

Estudos realizados por Dorval et al., (2005) revelaram aumento da atividade da
catalase em Catostomus commersoni de areas contaminadas por atividade agricola, e esse
aumento de catalase foi superior no figado em comparacdo ao rim, mostrando que tecidos
diferem na capacidade de defesa contra o poluente. Em mexilhdes (Mytilus galloprovincialis)
expostos a diferentes concentragdes de produtos quimicos ocorreu aumento na atividade da
catalase, (BOCCHETTI et al., 2008).

Estudos realizados por Ezemonye e Enuneku (2011) registraram aumento
significativo da atividade de catalase em figado de rés (Bufo maculatus) expostas a metais, e
que este aumento foi dependente da concentagdo. Moraes et al. (2007) utilizou Leporinus
obtusidens de lavouras de arroz, e observou um aumento de dano oxidativo em lipidios e da
enzima catalase no figado de animais expostos a agrotoxicos. O aumento na atividade de
enzimas antioxidantes € normalmente observada em animais de ambiente poluidos, como o
sistema de SOD-CAT representam a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo
(ATLI; CANLI, 2007). Porém nos organismos alguns antioxidantes podem ser esgotados
frente ao dano oxidativo de areas altamente poluidas (REGOLI; PRINCIPATO, 1995).
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Aparentemente pesticidas clorados sdo facilmente encontrados nos organismos de
animais selvagens, devido a exposicdo constante das espécies em campos agricolas
(LAJMANOVICH et al., 2005).

Particulamente os anfibios possuem uma histéria de vida morfofisioldgica e
caracteristicas reprodutivas que podem torna-los sensiveis a exposicdes de poluentes. Por
exemplo o seu ciclo bifasico em que larvas de anuros sdo depositadas em ambientes poluidos,
0S 0V0S sd0 permeaveis a agua e a pele dos anfibios oferecem pouca resisténcia ao fluxo de
produtos quimicos (HOPKINS et al., 1998).

Em sintese, os resultados do presente estudo oferece dados sobre o estresse
oxidativo ocorridos na espécie Leptodactylus latrans em é&reas de lavouras de arroz
contaminadas pelo uso de agrotdxico, bem como a diferenca dos efeitos oxidativos em

animais machos.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo mostra o estresse oxidativo ocorrido na espécie Leptodactylus
latrans expostas aos agrotdxicos de lavoura de arroz. Aparentemente os tecidos mais sensiveis
ao estresse oxidativo foram o rim e o masculo, pois apresentaram elevados niveis de dano em
lipidios acompanhados pela diminuicdo da enzima antioxidante superéxido dismutase. Esses
resultados também foram acompanhados em apenas animais machos. Alguns estudos
realizados em mamiferos mostram que fémeas apresentam inducdo hormonal e por esse fato
podem apresentar diferentes niveis de estresse oxidativo, porém estudos em anfibios ainda séo
desconhecidos.

O tecido do figado aparentemente se mostrou adaptado ao estresse oxidativo, uma
vez que nao apresentou danos e aumentou a sua defesa antioxidante pela enzima catalase,
mostrando que tecidos diferem no que diz respeito a capacidade de defesa contra o estresse
oxidativo induzido por poluentes.

O resultado deste estudo permitiu avaliar a possivel interacdo das espécies
reativas de oxigénio em diferentes tecidos na espécie Leptodactylus latrans expostas aos
agrotoxicos em lavoura de arroz, bem como a atuacdo do sistema de defesa antioxidante
enzimatico.

A espécie de anfibio Leptodactylus latrans demostrou ser uma espécie adequada
para o estudo do efeito da poluicdo em ambientes aquaticos, uma vez que esta espécie € muito
encontrada em ambientes poluidos, no entanto, estudos futuros utilizando esta espécie sdo

necessarios para demostrar outros efeitos adaptativos.
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