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RESUMO

O incremento no uso de pesticidas vem ocasionando a degradacdo de diferentes
ecossistemas, sobretudo aquaticos. Apesar de possuirem aplicacBes especificas a
determinados organismos, sabe-se que 0s agrotoxicos sdo capazes de ocasionar
alteragbes metabolicas e funcionais em diversos organismos ndo alvo. Os anfibios
constituem a Classe de vertebrados mais ameacada globalmente, sendo que os declinios
populacionais observados no mundo todo sdo decorrentes da agdo sinérgica de diversos
fatores, incluindo a fragmentacdo e degradacdo de habitat, principalmente para fins
agricolas, a exposicdo a contaminantes derivados destas atividades, dentre outros. Neste
contexto, Melanophryniscus admirabilis € uma espécie de sapo bufonideo micro
endémica, descrita atualmente para apenas uma localidade no estado do Rio Grande do
Sul (Brasil), e avaliada como Criticamente em Perigo de extin¢do, em nivel regional,
nacional e global. O alto grau de ameaca desta espécie deve-se a um conjunto de
fatores, como a fragmentacdo e perda de qualidade do habitat, principalmente devido a
conversdo de areas para agricultura e a larga utilizacdo de agrotéxicos no entorno da
area de ocorréncia da especie. Com isso, 0 objetivo do presente estudo foi analisar
possiveis alteracbes em pardmetros metabolicos e do balanco oxidativo em
homogeneizado total de girinos de M. admirabilis expostos a duas concentracdes de
formulagdo comercial contendo Sulfentrazone (Boral® 500 SC) e outras duas contendo
Glifosato (Roundup® Original). Foram analisados o0s niveis totais de glicogénio,
proteinas e acido Urico; a possivel ocorréncia de lipoperoxidacdo (LPO) através dos
niveis de TBARS; e o nivel de atividade das enzimas Superdxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa S-Transferase (GST). Os resultados obtidos evidenciaram
alteracOes significativas nos parametros mensurados, nos grupos expostos as diferentes
concentracdes dos herbicidas Sulfentrazone e Glifosato. A partir disto, sugere-se que a
mobilizagdo conjunta das enzimas e metabdlitos analisados possivelmente foi capaz de
conter o dano oxidativo nestes animais. Entretanto, cabe ressaltar que as alteracdes
observadas podem vir a afetar estes animais ao longo do ciclo de vida, especialmente
durante e ap6s o periodo metamdrfico. A aparente inibicdo enzimatica observada nos
grupos expostos aos herbicidas, além de indicar grande suscetibilidade dos girinos
frente a exposicdo a estes agentes, pode refletir um prejuizo da capacidade destes
animais em lidar com situacdes ambientais adversas e sinérgicas, como a fragmentacédo
de habitat, radiacdo UV e exposicdo a outros poluentes. A auséncia de mortalidade nos
girinos de M. admirabilis sugere resisténcia as concentracdes dos herbicidas testados;
contudo, caberia a comparacdo da capacidade antioxidante desta espécie com outras
espécies taxonomicamente proximas. Assim, este estudo demonstrou que a exposi¢do
de girinos de M. admirabilis a concentracBes subletais dos herbicidas Sulfentrazone e
Glifosato conduziu a uma ruptura da homeostase que pode afetar a sobrevivéncia da
espécie em etapas futuras de seu ciclo de vida. Seriam relevantes estudos futuros
visando a compreensdo dos efeitos de outras concentracdes e herbicidas, bem como a
analise de outros metabdlitos e componentes do sistema antioxidante desta espécie.



ABSTRACT

INFLUENCE OF HERBICIDES SULFENTRAZONE (BORAL® 500 SC) AND
GLYPHOSATE (ROUNDUP® ORIGINAL) ON THE BIOCHEMICAL AND ANTIOXIDANT
DEFENSES OF Melanophryniscus admirabilis (ANURA: BUFONIDAE)

The increased use of pesticides has caused the degradation of a variety of ecosystems,
especially aquatic environments. Despite specific targets, agrochemicals are able to
cause metabolic and functional alterations including in non-target organisms.
Amphibians constitute the most globally threatened Class of vertebrates, and the
population declines observed around the world are due to a synergy of different factors,
including habitat degradation and fragmentation, mostly to agricultural purposes, and
the exposure to contaminants derived of these activities, among others. Within this
context, Melanophryniscus admirabilis is a micro endemic bufonid toad species, with
occurrence registered to only one area in Rio Grande do Sul state (Brazil). This species
has a critically endangered (CR) status, at regional, national and global levels. The great
danger of extinction is due to several factors, including habitat fragmentation (especially
for agricultural purposes) and the decreased habitat quality, mainly because of extensive
use of agrochemicals in areas near of the natural habitat of this species. In view of the
foregoing, the objective of the present study was to analyze possible alterations in
metabolic and oxidative parameters in total homogenate of M. admirabilis tadpoles
exposed to two different concentrations of commercial formulation containing
Sulfentrazone (Boral® 500 SC) and two concentrations containing Glyphosate
(Roundup® Original). The total levels of glycogen, proteins and uric acid were
analyzed; as well as the possible occurrence of lipid peroxidation (LPO), expressed by
TBARS levels; and the enzymatic activity of Superoxide Dismutase (SOD), Catalase
(CAT) and Glutathione S-Transferase (GST). The results showed significant alterations
in metabolic and oxidative parameters, in groups exposed to Sulfentrazone and
Glyphosate herbicides. Analyzing these results, we hypothesize that the associated
mobilization of enzymes and metabolic parameters presumably was capable of counter
the oxidative lipid damage in these animals. Despite of that, the observed alterations
may affect these animals during its life cycle, especially during and after metamorphic
period. The apparent enzymatic inhibition observed in groups exposed to the herbicides,
in addition to indicate the great susceptibility of tadpoles to these agents, reflects an
impairment of the ability of these animals to cope with adverse and synergistic
environmental situations, such as habitat fragmentation, UV radiation and exposure to
other pollutants. The absence of mortality suggests resistance of M. admirabilis tadpoles
to the tested concentrations of herbicides; nevertheless, the comparison of the
antioxidant capacity of this species against taxonomically related species would be
relevant. Therefore, the present study has demonstrated that the exposure of M.
admirabilis tadpoles to sub lethal concentrations of Sulfentrazone and Glyphosate
herbicides has affected the homeostasis, thus affecting the survival, of these animals in
later life cycle stages. However, further studies would be necessary, including other
concentrations and herbicides, as well as the analysis of further metabolites and
components of the antioxidant system of this species.



1. INTRODUCAO

1.1 Toxicologia e Ecotoxicologia

A Toxicologia € uma ciéncia que ocupa-se de averiguar os efeitos nocivos
decorrentes das interacdes de diferentes substancias quimicas sobre organismos vivos
(Moraes et al., 1991), sendo tais substancias capazes de causar dano definidas como
“venenos”. De acordo com definicdo do médico suico Paracelsus (1493-1541), “todas as
substancias sdo venenos, sem excecdo. E a dose que as define como veneno”, ou seja,
tudo pode ser considerado veneno se em doses suficientemente altas para ocasionar
danos significativos aos organismos, sendo estes danos normalmente indicados a partir
da mortalidade ocasionada apds a exposicdo destes organismos a determinadas
substancias (e.g. DLso ou LCsp) (Paoliello & Capitani, 2000). Porém, além de efeitos
diretos ou letais, existe uma ampla gama de efeitos subletais, incluindo efeitos
bioquimicos, fisioldégicos e até comportamentais, decorrentes da exposicdo de
organismos a doses extremamente baixas de determinadas substancias quimicas
(Azevedo & Chasin, 2003).

O termo Ecotoxicologia, cunhado por Truhaut em 1969, diz respeito a uma area
da ciéncia que unifica ecologia e toxicologia, definida como “o estudo dos efeitos
danosos de substancias quimicas sobre organismos vivos, especialmente em populacdes
e comunidades dentro de um ecossistema definido, e inclui os caminhos de transferéncia
desses agentes e sua interagdo com 0 ambiente” (Truhaut, 1977). Ou seja, a
Ecotoxicologia se ocupa em determinar os efeitos em nivel de populacéo, comunidade e
ecossistema como um todo. Esse conceito foi formulado na época em que o0 aumento
constante da quantidade de poluicdo nos ecossistemas exigiu o estabelecimento de uma
nova ciéncia com base nos estudos dos efeitos ecoldgicos dos poluentes (Boudou &
Ribeyre, 1989), especialmente decorrentes da expansdo da industrializacdo e da
agricultura.

Porém, uma parte essencial desta determinacdo é a identificacdo dos efeitos
danosos em nivel de individuo, especialmente a partir de exposicdo a concentragdes
extremamente baixas destas substancias, o que pode fornecer informacGes precoces
sobre possiveis alteracbes populacionais e ecossistémicas em longo prazo (Walker,
2014).

Em relacdo aos aspectos toxicoldgicos da Ecotoxicologia, tém-se a importancia
do estudo das propriedades fisico-quimicas de poluentes, que séo determinantes para o
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entendimento de caracteristicas como movimento, distribuicdo e persisténcia destas
substancias nos ecossistemas. No meio ambiente, as substancias podem ser degradadas
por processos quimicos, como hidrdlise e fotoxidacéo, ou bioquimicos. A estabilidade e
velocidade de degradacdo de uma substancia esta relacionada a sua estrutura e a fatores
abioticos, como temperatura, nivel de radiacdo solar, pH e concentracdo de matéria
organica nos ecossistemas. Algumas moléculas particularmente resistentes a degradacéao
quimica apresentam meia-vida longa na biota, no solo, nos sedimentos e na agua,
causando maior impacto ao ecossistema; outras, por sua vez, ao sofrer degradacéo,
originam produtos com toxicidade maior que a da substancia precursora (Rosato, 1997).

As propriedades bioquimicas e fisiologicas dos organismos sdo de extrema
relevancia no sentido de determinar os efeitos ocasionados pelos poluentes (e.g.
toxicidade e mecanismo de acdo). O metabolismo é essencial para a determinacdo de
possiveis efeitos de poluentes sobre os organismos, principalmente em relacdo a
ocorréncia de biomagnificacdo, movimento e persisténcia nas cadeias tréficas (Walker,
2014).

Neste aspecto, é essencial o desenvolvimento de testes de ecotoxicidade que
visem responder questdes acerca dos efeitos toxicos de determinada substancia quimica
em espécies de interesse. Por motivos que otimizam custo e beneficio destes testes, sdo
utilizadas algumas espécies modelo, além do design de biomarcadores especificos para
a determinacdo dos possiveis efeitos danosos. Por meio desses testes sdo fornecidas
informacBes sobre o perigo potencial dos efeitos de uma substancia tdxica aos
organismos, incluindo tanto efeitos diretos, como a letalidade, quanto efeitos indiretos
ou subletais, como alteracbes no desenvolvimento, metabolismo, crescimento,
reproducdo, mutagénese, teratogénese, carcinogénese e desordens comportamentais
(Baudo, 1987).

Os aspectos ecologicos da Ecotoxicologia envolvem o biomonitoramento dos
efeitos de poluentes a niveis populacionais, de comunidade e ecossistemas, sendo 0s
dois altimos normalmente consequéncia de efeitos a nivel individual. Existem relacdes
complexas entre diferentes popula¢fes na natureza, e o efeito de um quimico em uma
populacdo de uma determinada espécie pode resultar em efeitos em populacbes de
outras espécies que coexistem no mesmo ecossistema, principalmente a partir de
relagOes troficas. Dessa forma, efeitos letais ou subletais de poluentes sobre os
individuos de uma espécie podem ocasionar o declinio populacional da mesma ou de

outras espécies relacionadas, em um panorama mais amplo (Walker, 2014).
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Cabe ressaltar que o termo “poluente” normalmente ¢ usado como sinénimo de
“contaminante”, apesar de possuirem significados distintos. Contaminante se refere a
substancias quimicas que sdo geradas por atividade antropica ou que ocorrem
naturalmente no ambiente, se caracterizando pela ocorréncia em niveis considerados
anormais nos ecossistemas; porém, ndo necessariamente implicam em danos ambientais
ou aos organismos. O termo poluente, no entanto, se reserva aos contaminantes que
possuem clara evidéncia de capacidade de causar dano aos organismos ou ecossistema
onde estdo inseridos, em concentracbes consideradas normais, sendo normalmente

substancias produzidas por atividade antropica (Walker, 2014).
1.2 Pesticidas e ecotoxicidade sobre diferentes organismos

1.2.1 Breve historico dos pesticidas
Agrotdxicos, defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas, remédios de planta ou

veneno sdo denominacdes relacionadas a um grupo de substancias quimicas utilizadas
para o controle de organismos considerados danosos a determinada cultura agricola
(Peres & Moreira, 2003). Dependendo do organismo-alvo, possuem distintas
denominacdes, tais como fungicidas, acaricidas, molucidas, nematicidas, herbicidas,
dentre outros, destinados ao controle de fungos, acaros, moluscos, nematoides e plantas
consideradas daninhas, respectivamente (Peres & Moreira, 2003).

As mais antigas referéncias de uso de substancias como pesticidas datam do
século X1X, com os primeiros registros do uso de piretroides usados como inseticidas, e
o lancamento de produtos como Paris Green (arsenito de cobre), introduzido como um
inseticida em 1867, e Mistura de Bordeaux, um precipitado insolGvel preparado com
solucdo de sulfato de cobre, utilizado como fungicida (Hassall, 1990).

Desde entdo, até a primeira metade do século XX, pouco avanco se fez em
relacdo aos pesticidas. Fungicidas de mercario foram introduzidos na Alemanha, em
1913, e o produto natural “P6 de Derris” (também conhecido como rotenona) foi
introduzido como um inseticida em 1914. Em 1930, o composto quimico dinitro-orto-
cresol (DNOC) comecou a ser utilizado como herbicida e fungicida e, em 1934, se
iniciou a comercializacdo do fungicida thiram (Walker, 2014).

Durante a Segunda Guerra Mundial (1939-1945), ocorreu o apice do surgimento
de uma gama de novas substancias utilizadas como pesticidas. O inseticida DDT, o
primeiro dos inseticidas organoclorados, foi sintetizado por Paul Miller em 1939 e

patenteado em 1942. Tornou-se amplamente utilizado para o controle de organismos
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causadores de diversas doencas, como as transmitidas pelos mosquitos Anopheles spp.
(e.g. maléria). Durante a guerra, os inseticidas organofosforados e os herbicidas
hormonais (e.g. acido (4-cloro-2-metilfenoxi)acético (MCPA) e o 2,4-D) foram
descobertos (Azevedo & Chasin, 2003).

Apobs 1945, houve uma revolucdo na industria dos pesticidas, com langcamento
de novos produtos no mercado, ao passo que foram descobertos problemas relacionados
com seu uso, especialmente em relacdo a residuos do DDT e outros inseticidas
organoclorados altamente persistentes na biota, causando danos a diferentes
organismos. Esse problema foi relatado no livro “Primavera Silenciosa”, de Rachel
Carson (publicado em 1962), onde a autora relata que alguns residuos persistentes de
DDT (como o metabolito DDE), bem como o inseticida deldrin, passavam pelo
processo de biomagnificacdo nas cadeias troficas, ocasionando declinios populacionais
em toda a cadeia, inclusive em niveis troficos mais elevados (Walker, 2014).

A partir destas descobertas, houve um crescente movimento no sentido de
fabricacdo de pesticidas progressivamente menos persistentes no ambiente e na biota.
Inseticidas organoclorados foram substituidos por organofosforados e carbamatos.
Fungicidas com compostos organometalicos também foram substituidos por alternativas
menos persistentes. Em suma, houve um incentivo na utilizacdo de quimicos de maior
eficacia e seguranca tanto em relacdo ao ambiente natural quanto aos organismos Vivos.
Este progresso deveu-se, em grande parte, a aprimoramentos no design dos pesticidas,
gracas ao avango em biologia molecular, bioquimica e toxicologia nas ultimas décadas
(Walker, 2014).

1.2.2 Classificacéo dos pesticidas de acordo com sua toxicidade
A partir de testes desenvolvidos em laboratério a fim de determinar a dosagem

que ocasiona 50% de letalidade (DLso) a modelos bioldgicos utilizados nestes testes, 0s
pesticidas podem ser classificados nas seguintes classes toxicolégicas, de acordo com o
seu grau de toxicidade aos seres vivos: |1, 11, Il ou 1V, correspondendo a extremamente
toxicos, altamente toxicos, medianamente tdxicos ou pouco toxicos, respectivamente
(Braibante & Zappe, 2012).

A partir de informacGes sobre as propriedades fisico-quimicas das substancias
presentes no produto aliadas a resultados de testes de mobilidade e persisténcia no solo,
além de resultados de testes de toxicidade aguda e cronica desenvolvidos com diferentes

organismos ndo alvo, os agrotdxicos podem ser classificados nas seguintes classes de

14



periculosidade ambiental: I, II, Il ou IV, correspondendo a produtos altamente
perigosos, muito perigosos, perigosos e pouco perigosos ao meio ambiente,
respectivamente (Peres & Moreira, 2003).

1.2.3 Herbicidas: Sulfentrazone e Glifosato
Dentre os pesticidas, 0s herbicidas sdo as substancias mais utilizadas em

diferentes culturas agricolas. Possuem aplicacdo especifica para controle de plantas
consideradas daninhas, sendo que primariamente seriam considerados pouco toxicos a
animais (Walker, 2014). Entretanto, diversos trabalhos vém demonstrando os efeitos
toxicologicos, carcinogénicos e até mutagénicos dos herbicidas sobre diversos

organismos, especialmente organismos nao alvo.

1.2.3.1 Sulfentrazone (Boral® 500 SC)
O herbicida Sulfentrazone, vendido sob nome comercial Boral® 500 SC, é

fabricado pela FMC Corporation, de aplicacdo pré-emergente, seletivo condicional. Sua
utilizacdo é indicada em culturas de cana-de-agucar, soja, café, eucalipto, citros, fumo,
além de seu uso em patios industriais (Niekamp & Johnson, 2001; Rodrigues &
Almeida, 2005; MAPA, 2016).

Possui mecanismo de acdo sisttmica no controle de varias espécies de plantas
consideradas daninhas, mono e dicotileddneas, incluindo espécies latifoliadas,
gramineas e ciperaceas em geral, especialmente a tiririca (Cyperus rotundus L.). Este
herbicida age como destruidor de membranas celulares, pelo processo de oxidacdo da
enzima protoporfirinogénio oxidase (PROTOX ou PPO), que leva ao acumulo da
protoporfirina 1X, ocasionando a peroxidacdo do O e, por consequéncia, a destruicao
das membranas celulares de plantas (Dan Hess, 1993).

Este herbicida pertence ao grupo quimico das triazolinonas; seu nome quimico,
segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), é N-[2,4-
dicloro-5-(4-difluorometil)-4,5-dihidro-3metil-5-0x0-1H-1,2,4-triazol-1-il]fenil]metano-
sulfonamida, que corresponde a formula molecular C11H10Ci2F2N4O3S (Rodrigues &

Almeida, 2005), e cuja formula estrutural esta representada na Figura 1.
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Figura 1: Férmula estrutural do herbicida Sulfentrazone (Google Imagens).

O Sulfentrazone corresponde a classe toxicolégica 1V, sendo considerado pouco
toxico aos seres vivos, e a classe de periculosidade ambiental 111, sendo um produto
perigoso ao meio ambiente (MAPA, 2016).

E um herbicida altamente mdvel e persistente no solo, possuindo um grande
potencial de lixiviagdo para as aguas subterrdneas e movimentacdo por escoamento
superficial (Rodrigues & Almeida, 2005), e sua meia-vida no solo é estimada entre 110
e 280 dias, variando a partir das condicdes edafoclimaticas locais (FMC, 1995). Seus
residuos sdo altamente persistentes em ambientes subterraneos, especialmente
aquaticos, possuindo uma dissipacdo muito lenta. A concentracdo de Sulfentrazone
permitida em agua para consumo humano é de 0,98 mg.L? (USEPA, 2003).

1.2.3.2 Glifosato (Roundup® Original)
O herbicida Glifosato, cujo principal nome comercial ¢ Roundup® Original, é

fabricado pela Companhia Monsanto, de aplicacdo pds-emergente, nao seletivo, de acdo
sisttmica no controle de varias espéecies de plantas consideradas daninhas. Sua
utilizacdo é indicada em diversas culturas, anuais e perenes, como soja, milho, café,
citros, macd, fumo, uva, cana-de-agucar, pastagens, dentre outras (Galli & Montezuma,
2005). Por possuir amplo espectro de acdo, é um dos herbicidas mais frequentemente
aplicados em atividades agricolas ao redor do mundo (Hultberg, 2007).

Seu modo de acgdo consiste na inibicdo da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase (EPSPS), que ocasiona a interferéncia no controle de entrada de carbono
na via do chiquimato das plantas, causando consideravel dreno de carbono produzido na
fotossintese, acumulando chiquimato e reduzindo drasticamente a producdo
fotossintética de sacarose (Carvalho, 2013).

Este herbicida pertence ao grupo quimico das glicinas substituidas; seu nome
quimico, segundo a IUPAC, é N-(fosfonometil) glicina, que corresponde a férmula
molecular C3HgNOsP (ANVISA, 2016), e cuja formula estrutural esta representada na

Figura 2.
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Figura 2: Férmula estrutural do herbicida Glifosato (Google Imagens).

O Glifosato corresponde a classe toxicoldgica IV, sendo considerado pouco tdxico
aos seres Vivos e, a classe de periculosidade ambiental 111, sendo um produto perigoso
ao meio ambiente (ANVISA, 2016). E altamente solGvel em &gua e, devido as suas
propriedades fisico-quimicas, € apenas ligeiramente movel ou imoével no solo, de acordo
com o pH; possui persisténcia variavel, baixo potencial de lixiviacdo e meia-vida
estimada de 30 a 90 dias, dependendo do nivel de matéria organica e do tipo de solo
(Many & Barriuso, 2005; Rodrigues & Almeida, 2005).

As concentracdes de Glifosato utilizadas na agricultura variam entre 0,36 e 2,16
mg.L? (Rodrigues & Almeida, 2005), sendo que a concentracdo permitida em agua
potavel é de 0,5 mg.L? (BRASIL, 2011); ja a Resolugdo do CONAMA n° 357/2005
estabelece como valor maximo permitido para aguas de Classe Il (que podem ser
utilizadas para o consumo humano apds tratamento) a concentragéo de 0,065 mg.L? de
Glifosato (CONAMA, 2005).

1.2.4 Caracteristicas toxicoldgicas dos pesticidas
Mesmo com a fabricacdo de pesticidas com designs que permitem acgdes cada

vez mais especificas a determinados tipos de organismos, alguns afetam
indiscriminadamente outros individuos, de diferentes grupos taxonémicos, ocasionando,
principalmente, efeitos subletais e de longo prazo.

Dentro deste contexto, é relevante salientar que determinadas substancias tém
efeitos adversos sobre organismos diferentes, de acordo com seu grau de toxicidade a
cada um destes, que € definido pela dose necessaria para produzir um efeito
toxicolégico nos organismos (Briggs, 1992), sendo que quanto maior a dose letal,
menor a toxicidade da substancia. Compostos quimicos ocasionam efeitos diferenciados
nos organismos, sendo mais toxicos para alguns do que pra outros, ou seja, apresentam
toxicidade seletiva entre as diferentes espécies, sexos ou até faixas etarias de um mesmo

grupo de individuos, de acordo com sua suscetibilidade a determinado composto.
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1.3 Alteracoes fisiologicas decorrentes da exposicédo a pesticidas

A exposicdo a pesticidas € um importante agente estressor a diversos
organismos, principalmente aquéaticos, acarretando letalidade e/ou mudangas
metabolicas e bioquimicas nos tecidos de animais expostos a estes contaminantes
(Nwani et al., 2010). Além disso, pode ocorrer uma resposta fisiologica adaptativa,
envolvendo mudangas no balanco metabolico e fisioldgico, na tentativa de reestabelecer
a homeostase destes organismos (Roy & Hanninen, 1993; Bonga, 1997; Sasikala et al.,
2011; Dornelles & Oliveira, 2014).

A andlise de alteracbes em biomarcadores enzimaticos (e.g. atividade de
enzimas antioxidantes) e em moléculas orgénicas (e.g. carbolinacdo de proteinas e
lipoperoxidacdo), além de outros pardmetros metabdlicos, constitui importante
ferramenta para a avaliacdo do impacto de agentes estressores sobre diferentes
organismos, bem como sobre a qualidade de habitat, servindo também como sinais
precoces decorrentes de estresse ambiental (Cajaraville et al., 2000; Cogo et al., 2009;
Jena et al., 2009; Tsangaris et al., 2010; Fonseca et al., 2011). Estas ferramentas podem
fornecer uma indicacgdo do status fisiologico de organismos e populac@es, identificando
tendéncias sazonais e espaciais, e permitindo uma avaliacdo de mdaltipla escala da
qualidade ecossistémica, muito Gtil para estudos ecofisiologicos e ecotoxicoldgicos
(Peakall, 1992; Nunes et al., 2015).

1.3.1 Biomarcadores do metabolismo intermediario
Algumas das respostas fisiologicas de animais expostos a agentes poluentes

incluem uma variedade de mudancas em diversos parametros metabolicos, como a
mobilizacdo de substratos energéticos, expressa como deplecBes nas reservas de
glicogénio, de triglicerideos e de lipidios totais; inibicdo da sintese proteica e aumento
do catabolismo proteico primordialmente no tecido muscular, com a diminui¢cdo nos
niveis de proteinas totais; e mudancas nos niveis de acidos graxos e colesterol (Oba et
al., 2009). Estes marcadores bioguimicos, além de sinalizar a presenca de quimicos
exogenos com atividade bioldgica, podem fornecer um melhor discernimento sobre
processos e mecanismos que podem estar prejudicados ou modificados pela agéo de
diferentes fatores, de origem antrdpica ou natural (Nunes et al., 2015).

Moléculas organicas como o fosfato de creatinina, o glicogénio, lipidios e
triglicerideos atuam como as principais fontes energéticas para 0s organismos em

situacOes de alta demanda metabdlica, sendo mobilizados para a liberacdo de energia de
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acordo com a demanda. O glicogénio é um composto rapidamente metabolizavel, sendo
utilizado em situagcdes que necessitam de uma fonte energética de rapida mobilizacéo
(Tiwari & Singh, 2003; Venkataramana et al., 2006; Dua et al., 2010; Dornelles &
Oliveira, 2014; Nelson & Cox, 2014). Em situacdes de alta demanda metabdlica, como
frente a exposicdo a pesticidas, metabdlitos como lipidios e triglicerideos atuam como
fontes primérias energéticas, apresentando acdo direta no processo de detoxificacdo de
compostos xenobidticos (Weissman, 1990).

Dentre os lipidios, o colesterol possui um papel constitutivo de membranas
celulares, além de ser substrato para a sintese de hormonios esteroidais, podendo atuar
também, segundo Engelking et al. (2005), como substrato energético. Conjuntamente
com os fosfolipidios, as proteinas constituem a bicamada lipoproteica das membranas
celulares, possuindo importante papel estrutural em diversos organismos e podendo ser
utilizadas como fonte alternativa de energia para as células (Khan et al., 2002; Susan et
al., 2010; Adamu & Kori-Siakpere, 2011). Entretanto, processos de catabolismo
proteico podem levar a desestruturacdo e eventual morte celular e tecidual,

considerando o papel estrutural destes metabolitos.

1.3.2 Biomarcadores do balanco oxidativo
1.3.2.1 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)
1.3.2.1.1 Surgimento de O2 atmosférico e do metabolismo aerdbico

O surgimento de oxigénio na atmosfera da Terra primitiva data de cerca de 2,45
bilhdes de anos, quando esta molécula surgiu no chamado “Grande Evento de
Oxidagdo” (Sessions et al., 2009), decorrente principalmente da evolugdo da
fotossintese por cianobactérias. Um segundo aumento significante no oxigénio
atmosférico ocorreu ha cerca de 600-800 milhdes de anos, tendo sido acompanhado pela
oxigenacdo dos oceanos e, posteriormente, pela emergéncia de seres multicelulares
(Sessions et al., 2009). O aumento na concentracdo de oxigénio na atmosfera
(posteriormente formando a camada de ozonio Oz) e nos oceanos possibilitou uma
grande diversificacdo das formas de vida (Falkowski, 2006).

A transicdo da atmosfera essencialmente redutora para uma oxidante foi
caracterizado pela evolugdo de caminhos metabdlicos de crescente complexidade. A
adaptacdo a molécula de oxigénio (O2) possivelmente surgiu de forma independente em
especies de diferentes linhagens, porém ainda ndo estd esclarecido seu papel na

configuracdo da diversidade taxonémica existente atualmente (Raymond & Segre,
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2006). Alguns seres evoluiram no sentido de utilizar O no seu metabolismo,
alavancando sua eficiéncia energética, sendo que o oxigénio certamente ampliou as
capacidades metabdlicas e bioquimicas destes organismos. Entretanto, tal evolucao teve
um custo: organismos aerdbicos precisaram desenvolver mecanismos para mitigar 0s
efeitos tdxicos dos derivados metabdlicos de oxigénio, tais como radicais livres e

espécies reativas nao radicais (Costantini, 2014).

1.3.2.1.2 Espécies radicais e EROs
A descoberta de radicais livres organicos deve-se ao cientista Gomberg (1990),

da Universidade de Michigan. Gomberg identificou o radical trifenilmetil, sendo que,
por tal descoberta, ficou reconhecido como o fundador da quimica dos radicais.

Radicais livres foram primariamente definidos como quaisquer espécies
quimicamente instaveis (atomo, molécula ou ion) (Bernthsen, 1942; Herzberg, 1971).
Mais recentemente, Halliwell & Gutteridge (2007) propuseram uma nova definicdo para
radicais livres, 0s quais englobariam “quaisquer espécies capazes de existéncia
independente, contendo um ou mais elétrons desemparelhados”, atributos que 0s tornam
altamente instaveis e propensos a reagir com outras espécies quimicas, e, dessa forma,
possivelmente ocasionando danos oxidativos a macromoléculas e tecidos.

Entretanto, sabe-se que danos oxidativos ndo resultam, exclusivamente, da acéo
de radicais livres, mas também da acdo de outras espécies quimicas altamente reativas
(e.g. perdxido de hidrogénio, &cido hipocloroso e oxigénio singlet) que, apesar de ndo
possuirem elétrons desemparelhados ou propriedades radicais, sdo prejudiciais a
diversas moléculas organicas (Halliwell & Gutteridge, 1985; Meneghini, 1987;
Castagne et al., 1999; Matés, 2000; Jones, 2006). Tendo em vista tal variedade de
agentes pro-oxidantes, o termo Espécies Reativas foi proposto para englobar espécies
quimicas de natureza tanto radical quanto ndo radical, bem como derivados de oxigénio
(Espécies Reativas de Oxigénio — EROs) ou outros elementos, como nitrogénio
(Espécies Reativas de Nitrogénio — ERNS).

As EROs sdo produzidas naturalmente como um subproduto do metabolismo do
oxigénio molecular, durante o qual cerca de 2 a 5% das moléculas de oxigénio
metabolizado nas mitocéndrias sdo desviadas para outra via metabolica, e reduzidas de
forma univalente (Koury & Donangelo, 2003; Schneider & Oliveira, 2004), dando
origem a intermediarios altamente reativos, tais como o radical anion superoxido (O2"),
a hidroxila (OH) e o perdéxido de hidrogénio (H20,) (Ferreira & Matsubara, 1997;
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Cuzzocrea et al., 2001). Por sua grande instabilidade, as EROs possuem um potencial
oxidante, podendo reagir e causar danos a macromoléculas bioldgicas importantes, tais
como membranas celulares. Cabe salientar, todavia, que espécies reativas ndo se
caracterizam apenas como produtos toxicos do metabolismo; sdo também moléculas
essenciais em mecanismos de regulacéo e sinalizacao celular em diferentes organismos.
Atuam como mensageiros redox em processos regulatérios (Thannickal et al., 2000;
Droge, 2002), bem como desempenham importante papel na modulagcdo do sistema
imunoldgico, geracdo de ATP, dentre outras funcGes (Barbosa et al., 2010).

As espécies reativas podem variar grandemente no seu potencial pré-oxidante e
de dano bioldgico, o0 que é ecologicamente relevante, tendo em vista os tipos distintos
gerados a partir de diferentes atividades dos animais (e.g. reproducgéo, forrageio). De
qualquer forma, ndo se sabe o exato papel bioldgico das espécies reativas, 0 que poderia
auxiliar no estabelecimento de sua verdadeira relevancia ecoldgica, bem como sua
relagdo com mecanismos de selegdo natural (Costantini, 2014).

O oxigénio singlet ndo é uma espécie radical, visto que ndo possui elétrons
desemparelhados (Halliwell & Gutteridge, 2007), correspondendo ao estado
eletronicamente excitado do oxigénio. E produzido por reaces fotoquimicas ou por
outras radiacOes; reage com um grande numero de moléculas bioldgicas, incluindo
lipidios de membrana, iniciando processos de peroxidacéo (Vasconcelos et al., 2007).

O énion superoxido (O2") é gerado continuamente por diversos processos
celulares (cadeia de transporte de elétrons na mitocdndria, no microssomo, através de
enzimas como xantina oxidase e NADPH oxidase), ou pela redugdo monoeletronica de
O2. E rapidamente dismutado em solug&o aquosa, onde se caracteriza como forte agente
redutor. Sua habilidade em reduzir Fe®* a Fe?* pode acelerar a reacdo de Fenton
(Vasconcelos et al., 2007), que consiste na oxidacio de Fe?* a Fe** pela acdo do H.02, e
entdo a reducéo de Fe®*" a Fe?* novamente, resultando na formacéo de H.02, Oz, e duas
espécies radicais: hidroxila (OH") e peroxila (HOO") (Fenton, 1894; Haber & Weiss,
1934; Hammel et al., 2002; Arantes et al., 2011).

O radical hidroxila (OH") pode ser gerado através da reacdo de ions metalicos
com 0 H20», ou por fissdo homolitica da ligagdo O-O do H20- induzida por radiagéo
UV (Halliwell & Gutteridge, 2007). E o mais reativo e lesivo radical conhecido e para o
qual, uma vez formado, os organismos ndo dispdem de mecanismo de defesa. Este

radical reage com uma série de compostos endobidticos, causando alteracdes no DNA
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(e.g. modificacdo das bases e quebras das fitas), danos nas proteinas, inativacao
enzimaética e peroxidacao lipidica (Vasconcelos et al., 2007).

O perdxido de hidrogénio (H202) é uma espécie reativa sem propriedades
radicais, mas altamente tOxica para muitas células, responsavel por ocasionar
senescéncia e apoptose. Em niveis reduzidos, pode promover proliferacdo de certos
tipos celulares, enquanto em niveis elevados, pode suprimir a apoptose e promover a
morte celular por necrose (Halliwell & Gutteridge, 2007). E formado como produto
intermediario da reacéo de dismutagdo do O™ catalisada pela enzima SOD, sendo muito
difusivel dentro e entre as células. E um fraco agente oxidante e redutor, reage
lentamente com tidis, com sais de ferro e cobre reduzidos, com proteinas heme e
peroxidases para iniciar reacdes radicalares e peroxidac@es lipidicas. Em presenca de
metal de transicdo, gera o radical hidroxila atraves da reacdo de Fenton (Vasconcelos et
al., 2007).

Algumas das espécies reativas, como 0 anion superéxido, sdo bem menos
reativas que o radical hidroxila, e normalmente ndo reagem com moléculas bioldgicas
em solucdo aquosa; entretanto, este radical reage com outros radicais, como NO°

(radical derivado da molécula de nitrogénio) (Halliwell & Gutteridge, 2007).

1.3.2.2 Estresse oxidativo e Lipoperoxidacédo (LPO)
Situacdes ambientais adversas, como ambientes poluidos por pesticidas, podem

ocasionar a producdo exacerbada de espécies reativas. Apesar de possuirem importantes
papéis bioldgicos, se geradas em excesso ou em locais anormais do organismo, 0
balanco entre a formacdo e a remocdo desses agentes pré-oxidantes por sistemas
antioxidantes sofre um desequilibrio, resultando em uma situacdo conhecida como
estresse oxidativo, que pode ocasionar danos em moléculas organicas como DNA,
proteinas, carboidratos, lipidios, dentre outras (Yoshikawa & Naito, 2002).

Os lipidios estdo entre as moléculas organicas mais facilmente oxidaveis e, dessa
forma, sdo substratos amplamente suscetiveis ao ataque das EROs via lipoperoxidacédo
(Comporti, 1985). A peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO) esta entre um dos
melhores preditores do nivel de dano sistémico induzido por estes agentes (Saygili et
al., 2003), sendo um importante biomarcador de estresse oxidativo. Consiste em uma
cascata de reagdes oxidativas resultantes da acdo de EROs sobre os fosfolipidios das
membranas celulares, que sdo bastante sensiveis a acdo deletéria desses agentes pro-

oxidantes (Lushchak & Bagnyukova, 2006). A intensidade da peroxidacéo lipidica pode
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ser avaliada de acordo com os niveis dos produtos primarios ou ainda com os produtos
finais da peroxidacdo, como por exemplo, o malondialdeido (MDA) que é ensaiado com
0 acido tiobarbitirico e expresso em substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) (Lushchak & Bagnyukova, 2006).

A LPO ¢ iniciada pelo ataque de uma espécie reativa (geralmente OH") que
abstrai um &tomo de hidrogénio de um grupo metileno alélico, normalmente, de um
acido graxo poli-insaturado, deixando um elétron desemparelhado no carbono,
caracterizando a etapa de iniciacdo. Sob condi¢cbes aerdbicas, o carbono radicalar do
dieno conjugado reage com O e forma o radical peroxila (RO2"), que é capaz de abstrair
H* de moléculas de lipidios adjacentes, cujo carbono radicalar sofre novo rearranjo,
reage com Oy e forma outro radical peroxila e assim sucessivamente, caracterizando a
reacdo em cadeia da etapa de propagacdo. O radical peroxila combina-se com o H’
abstraido, gerando o hidroperoxido lipidico (LOOH) que ao sofrer quebra, forma
aldeidos como o malonaldeido e 4-hidroxinonenaldeido, dentre outros. Na
decomposicdo dos hidroperdxidos lipidicos sdo gerados radicais peroxila e alcoxila
através da reacdo de Fenton. A etapa de terminacdo, terceira e Ultima etapa da
peroxidacdo lipidica, inicia-se com a neutralizacdo dos radicais formados por acdo de
antioxidantes lipossoluveis ou pela reacdo de dois radicais lipidicos, formando produtos
ndo radicalares (Vasconcelos et al., 2007). A formacdo de hidroperdxidos lipidicos
(LOOH) pode resultar em degradacdo fosfolipidica, injuria e desestruturacdo da
membrana celular, resultando em danos teciduais e morte, em situacdes extremas
(Comporti, 1985; Georgieva, 2005; Oru¢ & Usta, 2007).

Atualmente, o estudo da fisiologia do estresse oxidativo, bem como a regulacéo
do status redox ganhou importante papel em dareas como medicina, bioquimica,
fisiologia, farmacologia, ecotoxicologia e, mais recentemente, em ecologia evolutiva
(Halliwell & Gutteridge, 2007; Costantini, 2008, 2014; McGraw et al., 2010).

1.3.3 Mecanismos antioxidantes
A fim de lidar com a atividade pro-oxidante de espécies reativas, na tentativa de

evitar situagdes de estresse oxidativo e a consequente ocorréncia de lipoperoxidagéo em
situagbes ambientais adversas, 0s organismos desenvolveram diversas estratégias,
incluindo uma grande variedade de moléculas e caminhos metabdlicos antioxidantes

(Pamplona & Costantini, 2011). Os sistemas antioxidantes tém funcéo de inibir ou
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reduzir danos causados pela acdo deletéria de agentes pro-oxidantes (Barbosa et al.,
2010).

Antioxidante pode ser definido como uma substancia que atrasa, previne ou
repara a ocorréncia de dano oxidativo em uma molécula-alvo (Halliwell & Gutteridge,
2007). Pamplona & Costantini (2011) propuseram que antioxidante pode ser
considerado quaisquer mecanismo, estrutura e/ou substancia que previnem, atrasam,
reparam ou protegem contra modificacdo quimica ndo enzimética a determinada
molécula. Nesta definicdo, ficou estabelecido que determinadas estruturas dos
organismos (e.g. membranas celulares) podem ser consideradas como mecanismos
antioxidantes, visto que influenciam na resisténcia celular contra estresse oxidativo.
Além disso, foi esclarecido que a modificagdo molecular considerada oxidativa deve ser
de natureza ndo enzimatica, a fim de distinguir de modificacGes oxidativas tipicas de
muitas reac6es redox que ocorrem normalmente no organismo (Costantini, 2014).

Os sistemas antioxidantes possuem componentes ndo enzimaticos e enzimaticos.
Antioxidantes ndo enzimaticos atuam como cofatores de enzimas antioxidantes,
sequestrando ions metalicos ou neutralizando espécies reativas através de sua oxidagédo
passiva. As enzimas antioxidantes desempenham um importante papel na remoc¢éo de
espécies reativas ou na sua transformacdo em compostos menos reativos, e também de
derivados intermediarios de dano oxidativo dos organismos (Halliwell & Gutteridge,
2007).

Antioxidantes ndo enzimaticos incluem moléculas de baixo peso molecular,
como a glutationa, o &cido Urico, a melatonina, o &cido ascorbico, o tocoferol, dentre
outros. Antioxidantes enzimaticos, por sua vez, englobam diferentes enzimas, dentre as
quais, a Superdxido Dismutase (SOD), a Catalase (CAT) e a Glutationa Peroxidase
(GPx) séo algumas das mais importantes e melhor estudadas enzimas antioxidantes,
sendo responsaveis por neutralizar a acdo das EROs sobre os sistemas biologicos. Além
destas, destaca-se também a Glutationa S-Transferase (GST), que faz parte de uma
familia de enzimas que atuam na fase Il de metabolizacdo de compostos endo e
xenobioticos, possuindo papel na neutralizacdo e eliminacdo de agentes pro-oxidantes,
e, assim, auxiliando na manutencdo da homeostase dos organismos (Gil-del Valle et al.,
1999; Moraes, 2008).
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1.3.3.1 Antioxidante ndo enzimatico: Acido Urico
O é&cido drico é o produto resultante do catabolismo de aminoacidos e purinas

em diversos animais, sendo produto final da excreta nitrogenada de insetos, aves e
répteis, e produto intermediario em anfibios (Nelson & Cox, 2014). A biossintese do
acido drico é catalisada pela enzima xantina oxidase ou pela sua isoforma, a xantina
desidrogenase (Choi et al., 2005). Sendo caracterizado como uma excreta nitrogenada,
sua excrecdo permite eliminar o nitrogénio excedente do organismo com a utilizagdo de
quantidades minimas de agua (Pillinger et al., 2007). Em muitos peixes, anfibios e
mamiferos ndo primatas, o &cido Urico é degradado pela uricase ou urato oxidase,
enzima que catalisa a conversao de urato em alantoina (Choi et al., 2005) que, por ser
uma substancia mais soltvel que o urato, € mais facilmente eliminada (Terkeltaub et al.,
2006).

Em anfibios, durante fases larvais, essencialmente aquaticas, o principal produto
de excrecdo nitrogenada € a amoOnia, enquanto que, durante as fases adultas,
primariamente terrestres, a ureia é a principal forma de excreta nitrogenada. A amonia é
um composto extremamente toxico, sendo que 0s animais ndo conseguem sobreviver
nem mesmo a quantidades moderadas desta substancia em seus fluidos corporais, além
de ser necessaria grande quantidade de agua para sua eliminacdo. Por esta razdo,
durante a transi¢do para o ambiente terrestre, através de selecdo natural, foi favorecida a
excrecdo de compostos nitrogenados menos toxicos, como a ureia e o &cido Urico, sendo
este Gltimo o subproduto nitrogenado com menor grau de toxicidade e, portanto,
necessitando de quantidades infimas de agua para sua eliminacdo. Constata-se, assim,
durante a metamorfose, a alteracdo da excrecdo primariamente amoniotélica para
ureotélica (Vitt & Caldwell, 2014).

O é&cido urico, além de produto intermediario de excrecdo de alguns anfibios,
pode atuar como molécula antioxidante ndo enzimatica, sendo um importante scavenger
de espécies radicais, tais como radicais hidroxila, oxigénio singlet e peroxinitritos
(Ames et al., 1981; Hooper et al., 2000), podendo agir como um doador de elétrons na
relacdo proteina/H20,. Entretanto, o papel protetivo deste metabdlito em situacGes de
dano oxidativo é complexo, tendo em vista 0 caminho metabdlico do acido drico ligado
tanto a excrecdo nitrogenada quanto ao turnover de proteinas e a demandas

antioxidantes (Monaghan & Costantini, 2014).
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1.3.3.2 Antioxidantes enzimaticos: SOD, CAT e GST
A enzima Superoxido Dismutase (SOD) catalisa a reacdo de dismutacdo de duas

moléculas do radical superéxido (O2") e dois atomos de hidrogénio (H"), resultando na
formacdo de uma molécula do radical peroxido de hidrogénio (H202) — um agente
menos reativo em comparacdo ao radical superdxido, mas ainda um potencial causador
de estresse oxidativo — e uma molécula de oxigénio (O2) (McCord & Fridovich, 1969).
A SOD é encontrada em diferentes compartimentos celulares, sendo que a forma
citosolica é constituida de duas subunidades similares, cada uma contendo um
equivalente de Cu®* e um Zn?*, enquanto a forma mitocondrial contém Mn?*, similar a
enzima encontrada em bactérias (Fridovich, 1998; Murray et al., 2002).

A enzima Catalase (CAT) é uma hemoproteina que contém quatro grupos heme,
possuindo atividade peroxidasica, ou seja, converte duas moléculas do radical peroxido
de hidrogénio (H20.) em duas moléculas de agua e uma molécula de oxigénio. Além
disso, pode utilizar uma molécula de H.O, como um substrato doador de elétrons, e
outra molécula de H202 como oxidante ou aceptor de elétrons (Murray et al., 2002). A
atividade da CAT nos tecidos animais e vegetais ocorre, predominantemente, em
organelas subcelulares, os peroxissomos (Ferreira, 2003), também sendo encontrada na
matriz mitocondrial (Kowaltowski et al.,, 2001). Os nutrientes mais importantes
coadjuvantes da CAT sdo o ferro e os tocoferdis (vitamina E), que se encontram
distribuidos na fase hidrofobica da membrana celular (Gaetani et al., 1989).

A Glutationa Peroxidase (GPx) atua conjuntamente com a CAT no processo de
detoxificacdo do radical peréxido de hidrogénio (H20.), estando localizada no citosol e
na matriz mitocondrial (Llesuy, 2002). A GPx possui especificidade por glutationa
como substrato para a catalisacdo da reacdo de reducdo de perdxido de hidrogénio, na
qual a forma reduzida da glutationa (GSH) atua como agente redutor. A reacdo de
reducdo do H.O: resulta na formacdo de uma molécula de glutationa oxidada (GSSG) e
uma molécula de agua (Ferreira, 2002).

As Glutationas S-Transferases (GST) constituem uma familia de enzimas que
catalisam a conjugacdo da molécula de glutationa a varias outras moléculas, possuindo
papel fundamental no processo de detoxificacdo e excregdo celular de compostos
potencialmente alquilantes (Chelvanayagam et al.,, 2001). Diferentes compostos,
incluindo xenobioticos toxicos e produtos reativos de processos intracelulares, como
aqueles provenientes da peroxidacdo de lipidios, atuam como substratos para as GSTs

(Van Der Aar et al., 1996). As GSTs apresentam elevada especificidade pela glutationa
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reduzida (GSH), um tripeptideo formado pelos aminoacidos glicina, cisteina e
glutamato, e que atua como cofator para as GSTs; a capacidade redutora da GSH é
determinada pelo grupamento sulfidrila (-SH), presente na cisteina. A reagdo de
conjugacdo do grupo sulfidrilico da glutationa com grupos eletrofilicos de compostos
xenobidticos, catalisada pelas GSTs, torna os produtos da reagdo menos toxicos e mais
soliveis em agua, facilitando a sua eliminacdo dos organismos (Habig et al., 1974;
Wattenberg, 1983; Lam et al., 1994; Wheatley et al., 1994).

A Figura 3 demonstra a acdo conjunta das enzimas acima referidas (Hermes-
Lima, 2004).

Fe(lll) + OH-+.0H - Oxidative Damage

\ Detoxification of

) many substances
Fe(ll) | (Fenton Reaction)

CAT
/—> H,0 + 0,

H,0,
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0;+'NO +
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0,+ OH +"OH ——— Oxidative Damage

Figura 3: Acéo conjunta da defesa antioxidante enzimética, envolvendo as enzimas Superdxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa S-Transferase (GST),
além das enzimas Glutationa Redutase (GR) e Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH) (Hermes-
Lima, 2004).

1.3.4 Alteracdes fisioldgicas em organismos nao alvo a partir da exposicdo a pesticidas
Os pesticidas, apesar de possuirem aplicacdes especificas, por propriedades

como alta solubilidade em agua e certa mobilidade, podem sofrer processos de
lixiviacdo e escoamento por aguas superficiais, resultando em sua deteccdo em
ambientes localizados a grandes distancias do local de aplicacdo, com subsequente
acumulo em diferentes habitats, sobretudo aquaticos (Pimentel, 1995).

A exposicdo a pesticidas € um importante agente estressor a diversos animais,
principalmente aquaticos, ocasionando diversas mudangas metabdlicas e bioquimicas
nestes organismos (Nwani et al., 2010), dentre os quais, os anfibios estdo entre os

animais mais afetados (Davidson, 2004; Smalling et al., 2012; Stone et al., 2014).
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1.4 Anfibios

Os anfibios (Classe Amphibia ou Lissamphibia) constituem um grupo de
vertebrados tetrapodes ndo amniotas, divididos em trés linhagens distintas:
Gymnophiona ou Apoda (cecilias ou cobras-cegas), Urodela ou Caudata (salamandras e
tritdes) e Anura (sapos, rds e pererecas), sendo esta Gltima a ordem com maior
diversidade dentro da classe Amphibia (Pough et al., 2008). No mundo, atualmente,
estdo descritas 7.666 espécies de anfibios (AmphibiaWeb, 2017), das quais cerca de
1.080 ocorrem no Brasil (Segalla et al., 2016), sendo o pais com maior diversidade de
anfibios do mundo.

Os individuos da ordem Gymnophiona ndo possuem membros anteriores ou
posteriores, apresentando corpo cilindrico e alongado, cabeca em forma de cunha e
bastante ossificada, além de caudas obtusas, refletindo um estilo de vida fossorial. Os
membros da ordem Caudata sdo anfibios com corpos cilindricos, caudas alongadas,
cabeca e pescoco distintos e bem demarcados, além de membros usualmente bem
desenvolvidos; a ordem € bastante diversa ecologicamente, visto que alguns sao
totalmente aquaticos, enquanto outros representantes do grupo sdo fossoriais, e alguns
possuem habito arboricola. A ordem Anura, por sua vez, engloba individuos com corpos
robustos, sem cauda, com uma cabega continua com o corpo e membros anteriores e
posteriores bem desenvolvidos, com aproximadamente o dobro do tamanho em relagéo
ao corpo. Além de representarem a ordem mais diversa em distribuicdo e riqueza de
espécies, 0s anuros sdao morfoldgica, fisioldgica e ecologicamente bastante diversos
(Vitt & Caldwell, 2014).

De forma geral, os anfibios possuem tegumento altamente permeavel, no qual
ocorre a maioria das trocas gasosas e absorcdo de agua e, também, onde se observa a
presenca de glandulas de muco, de ferorménios e de veneno (Pough et al., 2008). E
composto por uma epiderme externa e uma derme interna, onde se localizam as
glandulas, nervos, musculos e células de pigmento (cromatéforos), com a abertura de
seus respectivos dutos na superficie da epiderme. O tegumento dos anfibios possui
importante papel nas interagfes ambientais, como defesa (secrecdes, principalmente das
glandulas de veneno), selecdo sexual e comportamentos associados a corte (padrdes de
coloracgéo e ferormonios), além de atuar na locomocéo (Pough et al., 2004).

A maioria dos anfibios apresenta um ciclo de vida bifésico, ocupando
essencialmente ambientes aquaticos durante a fase larval, e terrestres durante a fase

adulta. Em virtude da fase aquéatica do ciclo de vida e, principalmente, pela alta

28



permeabilidade do tegumento (que facilita a perda de agua por evaporagédo, podendo
levar o animal a estresse hidrico), os anfibios apresentam grande dependéncia da agua,
especialmente para fins reprodutivos, resultando na ocupagéo preferencial de ambientes
umidos — quando ndo aquaticos. Anfibios que vivem em desertos ou locais com baixa
umidade restringem sua atividade durante o dia — se tornando ativos somente a noite.
Durante periodos de seca, algumas espécies utilizam estratégias para manter seu balanco
hidrico, como permanecer enterradas no subsolo, realizando a absor¢do da &gua do solo
através do tegumento (Pough et al., 2004).

Os anfibios se caracterizam como um grupo de grande importancia ecoldgica,
por uma diversidade de fatores. Participam de diversos elos das cadeias tréficas, visto
que a energia ingerida por estes animais ectotérmicos é imediatamente convertida em
biomassa, tornando-se disponivel para transferéncia a niveis tréficos mais elevados
(Pough, 1983; Stebbins & Cohen, 1995; Whiles et al., 2006). Tanto em ecossistemas
terrestres quanto dulcicolas, anfibios adultos e suas fases larvais representam uma
importante fonte de alimento para diversos predadores, incluindo invertebrados, peixes,
outros anfibios, répteis (particularmente serpentes), aves e mamiferos. Pelo processo de
metamorfose, 0s anfibios também representam um elo na transferéncia de nutrientes de
ecossistemas aquaticos para terrestres (Gibbons et al., 2006). Além disso, tendo em
vista a grande permeabilidade e exposicdo do tegumento, estes animais podem ser
bioindicadores altamente sensiveis a diferentes fatores ambientais (Blaustein, 1994).

Dessa forma, quaisquer alteracdes causadas a populacdes de anfibios podem
ocasionar desequilibrio na estrutura e funcdes das diferentes comunidades onde estdo
inseridos, como padrfes de producdo primaria, ciclagem de nutrientes, dindmica de
predadores, dentre outros, causando danos ao ecossistema como um todo (Whiles et al.,
2006; Vasconcelos, 2014).

1.4.1 Declinios populacionais de anfibios
Os anfibios constituem a Classe de vertebrados mais globalmente ameacada

(Wake & Vredenburg, 2008), com mais de 40% de espécies classificadas como
ameacadas de extingdo, numero superior a mamiferos ou aves, por exemplo — cerca de
26% e 13%, respectivamente (Frost, 2016; IUCN, 2016).

A preocupacdo acerca dos declinios populacionais de anfibios teve seu inicio em
1989, quando um grupo de cientistas, durante o Primeiro Congresso Mundial de

Herpetologia, em Canterbury, Inglaterra, comecou a relatar suas preocupacoes sobre 0s
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desaparecimentos de anfibios em diferentes tipos de habitats. Estas comunicacdes
informais resultaram em encontros formais, nos quais se pdde notar que herpetologistas
do mundo todo tinham ciéncia de que anfibios estavam desaparecendo de lugares onde
anteriormente eram abundantes. A partir disto, em 1991 foi formada a Forca Tarefa para
o0 Estudo do Declinio de PopulacGes de Anfibios (DAPTF — sigla em inglés), a fim de
investigar a situacdo e estabelecer uma rede de intercomunicagfes mundiais sobre o
assunto, para responder a questao priméria se os desaparecimentos de anfibios eram um
fendmeno global ou restrito a um pequeno numero de localidades (Vitt & Caldwell,
2014).

Ao final dos anos 90, existia um grande nimero de noticias de declinios
populacionais de anfibios publicadas. Um workshop organizado em 1998 pela Fundagéo
Nacional da Ciéncia (NSF, EUA), liderado por Andrew Storfer e Elizabeth Davidson,
reuniu autoridades das mais diversas disciplinas — dentre elas, herpetologia, biologia
populacional, toxicologia, doencas infecciosas, mudancas climaticas e politicas
cientificas. Ao final do evento, concluiu-se que existiam evidéncias suficientes de que
havia ocorrido um declinio substancial e incomum na abundancia e no numero de
populacdes de anfibios em regibes geograficas globalmente distribuidas (Wake, 1998).
Desde entdo, analises estatisticas, programas de monitoramento a longo prazo e
investigacBes experimentais vieram no sentido de convencer a comunidade cientifica de
que o declinio de anfibios era, de fato, um fendmeno global (e.g. Alford & Richards,
1999; Pounds et al., 1999; Lips et al., 2003).

Diversos estudos apontaram que os declinios populacionais de diferentes
espécies de anfibios observados no mundo sdo resultantes da acdo sinérgica de
diferentes fatores, tais como aumento da radiacdo ultravioleta, a emergéncia de doencas
infecciosas (como epidemias do fungo Batrachochytrium dendrobatidis), modificacbes
e fragmentacbes de habitat, mudancas nas condi¢Bes climaticas e exposicdo a
contaminantes ambientais, como pesticidas (Wake, 1991; Alford & Richards, 1999;
Stuart et al., 2004; Young et al., 2004; Beebee & Griffiths, 2005; Collins & Crump,
2009; Hayes et al., 2010). Além disso, muitas vezes, os declinios populacionais
observados sdo atribuidos a causas ditas enigmaticas, devido a grande quantidade de
cofatores associados (Stuart et al., 2004).

Os anfibios sdo um grupo altamente sensivel a contaminantes como 0s
pesticidas, devido a duas principais razdes (Quaranta et al., 2009). Uma delas seria seu

ciclo de vida complexo, envolvendo uma fase aquética e outra terrestre ou parcialmente
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terrestre; assim, estes animais estdo suscetiveis a exposi¢do a contaminantes em ambos
os ambientes (Verrell, 2000; Mann et al., 2003; Dohm et al., 2008). Adicionalmente, a
alta permeabilidade do tegumento torna estes animais particularmente sensiveis a
estressores fisico-quimicos, tais como radiacdo ultravioleta, patdgenos ou xenobidticos
(Quaranta et al., 2009; Bruhl et al., 2011).

Porém, de forma geral, pesquisas toxicoldgicas realizadas com anfibios ainda
s80 escassas, em comparacao a outros grupos de vertebrados, apesar de seu importante
papel em diversos elos das cadeias tréficas de ambientes aquaticos e terrestres e sua
grande suscetibilidade a acdo de poluentes ambientais, principalmente durante a fase
larval aquatica (Stebbins & Cohen, 1995; Ezemonye & Tongo, 2009; Sparling et al.,
2010). A falta de pesquisas realizadas com anfibios pode ser atribuida a trés fatores
principais: (1) ao pressuposto de que a sensibilidade de outras espécies aquaticas seja
comparavel a de anfibios; assim, utilizando-se dados de peixes, por exemplo, supde-se
que seria possivel a avaliacdo dos riscos impostos a estes animais, especialmente
durante a fase larval aquatica (girinos); (2) preocupacdes éticas e de bem estar animal
sobre a utilizacdo de vertebrados para testes toxicologicos; e (3) a auséncia de diretrizes
padrdo para testes em anfibios (Weltje et al., 2013). Estas raz@es dificultam as pesquisas
neste grupo taxonémico, resultando em uma lacuna no conhecimento toxicolégico e de
risco bioldgico que substancias nocivas, principalmente de origem antropica,

representam a estes animais e ao ecossistema, como um todo.

1.4.2 Girinos
Os girinos correspondem a fase larval de anfibios anuros, habitando,

essencialmente, ambientes de agua doce. Algumas espécies possuem desenvolvimento
direto e, assim, ndo apresentam estagio larval aquatico (Duellman & Trueb, 1994).

S&o bastante distintos morfologicamente em relagcdo aos adultos, apresentando
tracos caracteristicos de habitos de vida aquaticos, tais como: tegumento fragil e
delgado, constituido de duas ou trés camadas epidérmicas; alta vascularizacdo do
tegumento, expressando seu papel como principal superficie respiratéria, além das
branquias; troncos musculares e caudas adaptadas para movimentos ondulatorios para
realizar o nado; esqueleto inteiramente ou majoritariamente cartilaginoso; e sistema de
linha lateral bem desenvolvido (Vitt & Caldwell, 2014).

Possuem grande diversidade morfologica e de habitos tréficos. Girinos nidicolas

ndo se alimentam durante o estagio larval, consumindo o vitelo presente no ovo para
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suprir as demandas energéticas. Outros, que se alimentam, possuem uma grande
diversidade de modos e habitos de alimentacdo, com adaptacdo das estruturas orais
dedicadas a tal funcdo. Os girinos ndo possuem dentes, contando com estruturas
queratinosas ao redor do disco oral que auxiliam na raspagem de substratos duros ou na
fragmentacdo de grandes particulas de alimento em pedacos menores (Vitt & Caldwell,
2014). Normalmente apresentam intestino bem maior e mais longo em comparagao aos
adultos, para melhor aproveitamento dos alimentos mais fragmentados que ingerem
(Beebee, 1996).

Por possuirem respiracdo branquial, juntamente com a alta permeabilidade do
tegumento em relacdo aos adultos, os girinos representam a fase de vida mais sensivel
do ciclo de vida de anfibios anuros, sendo, portanto, mais vulneraveis a alteracdes em

fatores bioticos e abidticos dos ambientes onde vivem (Vitt & Caldwell, 2014).

1.4.2.1 Metamorfose
A metamorfose corresponde ao periodo de transicdo do estagio larval para a fase

juvenil e, posteriormente, adulta, na qual os individuos passam a ocupar
preferencialmente  ambientes  terrestres ou parcialmente  terrestres. Mais
especificamente, pode ser definida como uma série de mudancas abruptas no periodo
pos-embrionario,  envolvendo  transformacbes  fisiologicas, bioquimicas e
comportamentais (Duellman & Trueb, 1994). Normalmente apds seu inicio, transcorre
em um curto periodo de tempo, evitando maior exposicdo e vulnerabilidade do girino
em estagio metamorfico a acdo de predadores, enquanto ndo ocupam definitivamente o
ambiente terrestre, mas também ndo sdo mais exclusivamente aquaticos (Vitt &
Caldwell, 2014).

A metamorfose pode ser dividida em trés principais eventos: regressao de
estruturas caracteristicas da fase larval (como a cauda); transformacdo de estruturas
larvais em uma forma mais adaptada para a vida adulta; e desenvolvimento de estruturas
e funcBes que sdo essenciais para o adulto (Duellman & Trueb, 1994). Existem trés
estagios metamorficos definidos por Etkin (1932): pré-metamorfose, caracterizado por
consideravel crescimento e desenvolvimento de estruturas larvais, mas sem mudancas
metamorficas; pré-metamorfose, um periodo de crescimento continuo, especialmente
dos membros, e inicio de mudangas metamorficas sutis; e climax, o periodo de
mudangas metamorficas radicais, culminando na perda da maior parte de caracteres

larvais.
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O processo metamorfico e seus estagios sdo essencialmente controlados por
hormonios. A metamorfose se inicia e € mantida pelo hormdnio tireoidiano tiroxina
(T4), que propicia grandes transformacdes a nivel celular, bioquimico e morfolégico nos
girinos. Os demais eventos que ocorrem durante a metamorfose, incluindo alteracdes na
expressao génica, morfogénese, reestruturacdo tecidual e morte celular, resultam de
resposta diferencial dos tecidos ao T4 (Vitt & Caldwell, 2014).

Cabe salientar que algumas espécies de anfibios, devido a fatores ambientais
desfavoraveis, podem acelerar ou retardar o tempo necessario para a realizacdo da
metamorfose, 0 que pode implicar em consequéncias negativas futuras a nivel

individual ou populacional.

1.4.3 Familia Bufonidae
A familia Bufonidae agrupa os “sapos verdadeiros”, sendo composta por 604

espécies distribuidas em 52 géneros (AmphibiaWeb, 2017), com representantes em
todos 0s continentes, exceto Antartica e Austrdlia (Vitt & Caldwell, 2014). Os
individuos desta familia apresentam uma ampla gama de histérias de vida, sendo a
maioria com habitos terrestres ou semifossoriais, enquanto alguns sdo aquéticos e outros
possuem habitos arboricolas (Vitt & Caldwell, 2014).

A familia inclui animais de pele seca, com glandulas paratoides supraoculares e
glandulas menores distribuidas ao longo de todo o corpo (Wells, 2007). Os bufonideos
apresentam tamanho com variagdo desde menos de 20 mm até 230 mm, com membros
anteriores e posteriores curtos, usados para caminhar ou saltar (Vitt & Caldwell, 2014).

A reproducdo nesta familia é diversificada, com espécies que colocam seus ovos
na dgua e produzem larvas aquéticas, outras que apresentam desenvolvimento terrestre,
e, nos géneros Nectophrynoides e Nimbaphrynoides, ocorréncia de viviparidade.
Algumas caracteristicas compartilhadas entre todos os animais da familia sdo: auséncia
de dentes na maxila superior e inferior, presenca de corpos adiposos inguinais, cranio
altamente ossificado e presenca de 6rgdo de Bidder (AmphibiaWeb, 2017).

S&0 0s Unicos anuros a apresentar o 6rgdo de Bidder, que consiste em um ovario
rudimentar presente em ambos 0s sexos (Duellman & Trueb, 1994). Se desenvolve na
regido anterior da gdnada do individuo ainda em fase larval, enquanto a regido posterior
da gbnada primordial transforma-se em testiculo ou ovério, determinando o sexo do
animal (Petrini & Zaccanti, 1998; Pough et al., 2004). Segundo Orr (1986), o 6rgao de

Bidder ¢ uma massa de tecido ovariano vestigial que pode se tornar funcional em
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determinadas circunstancias. Durante o desenvolvimento da génada, se houver estimulo
especifico, a regido posterior do primordio se transforma em testiculo antes de
completar a metamorfose, enquanto a anterior se mantera na condi¢do feminina (Petrini
& Zaccanti, 1998).

1.4.4 Género Melanophryniscus e a espécie Melanophryniscus admirabilis

1.4.4.1 Género Melanophryniscus Gallardo, 1961
O género Melanophryniscus Gallardo, 1961, é um género Neotropical que

corresponde ao clado irméo de todos os demais remanescentes da familia Bufonidae em
diversas andlises filogenéticas (e.g. Frost et al., 2006; Pramuk et al., 2008; Van
Bocxlaer et al., 2010). Atualmente, existem 30 espécies do género Melanophryniscus,
sendo trés descritas em 2015 (Frost et al., 2006; Caramaschi & Cruz, 2011; Baldo et al.,
2012; Peloso et al., 2012; Bornschein et al., 2015; AmphibiaWeb, 2017), com
distribuicdo restrita @ América do Sul tropical e subtropical, incluindo a parte norte e
central da Argentina, o sul do Brasil, o Paraguai, 0 Uruguai e a Bolivia. O Brasil € 0
pais com maior diversidade do género, com 22 espécies descritas para 0 pais até o
momento (Segalla et al., 2016).

O género possui pelo menos 10 espécies com algum grau de risco de extingéo,
de acordo com a Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da International Union for
Conservation of Nature (IUCN) (Zank et al., 2014; IUCN, 2016), principalmente
devido a ocorréncia em areas restritas e sob diferentes formas de impacto ambiental.
Cabe ressaltar que as espécies deste género sdo de grande interesse para a conservacao e
para a farmacologia, visto que suas glandulas armazenam alcaloides provenientes de
uma dieta rica em artropodes (Daly et al., 2007). Entretanto, para a maioria destas
espécies, inexistem estudos de historia natural, de distribuicdo geogréfica e de ecologia
populacional, o que dificulta uma correta avaliacdo do seu status de conservacao
(Abadie, 2015).

Os sapos do género Melanophryniscus apresentam coloracdo aposematica, que
informa a presenca de algum tipo de toxina ou substancia impalatavel a possiveis
predadores que se guiam por sinais visuais, sinalizando que existird um substancial
custo caso prossigam com o0 ataque ou consumo da presa que apresenta estas
substancias (Mappes et al., 2005). Os individuos deste género exibem a coloragédo
aposematica através de uma postura de defesa, denominada reflexo “unken”, na qual os

individuos arqueiam as plantas das patas traseiras e dianteiras afim de deixar expostas a
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coloracdo normalmente vermelha destes membros, sinalizando sua impalatabilidade
(e.g. Fernandez, 1921; Langone, 1994; Baldo & Basso, 2004; Santos & Grant, 2011).

1.4.4.2 Melanophryniscus admirabilis Di-Bernardo, Maneyro & Grillo, 2006
A espécie Melanophryniscus admirabilis Di-Bernardo, Maneyro & Grillo, 2006,

conhecida pelo nome popular sapinho-admiravel-de-barriga-vermelha (Di-Bernardo et
al., 2006), é considerada micro endémica, ocorrendo somente na regido conhecida como
Perau de Janeiro, a cerca de 19 km da regido central do municipio de Arvorezinha (Rio
Grande do Sul, Brasil). O municipio se localiza no Alto Vale do Taquari, mais
precisamente na Encosta do Planalto, no nordeste do Rio Grande do Sul. Pertence ao
bioma Mata Atlantica, com predominio de vegetacdo florestal, onde se observa a
presenca de pinheirais, erva-mate e arvores nativas de varias espécies (Figura 4). Os
dois principais rios do municipio sdo os rios Forqueta e Guaporé (FEPAM, 2016).
Dentre as principais atividades agropecuarias da regido estdo o cultivo de erva—mate, de
milho, a fumicultura, a avicultura, a suinocultura, a cultura de soja, e o florestamento de
Eucaliptus sp. e de acécia, 0s quais sdo muito utilizados na secagem do fumo, da erva-
mate e em aviarios (EMATER, 2000, 2001).

@ Perau de Janeiro, Arvorezinha/RS

Alto Parana Atlantic forests

Araucaria moist forests

Serra do Mar coastal forests

Figura 4: Localizacdo da regido Perau de Janeiro, no interior do municipio de Arvorezinha, Rio Grande
do Sul, Brasil, e formagdes fitogeograficas da regido (Abadie, 2015).

Os individuos de M. admirabilis sdo encontrados na regido Perau de Janeiro, em
um vale estreito limitado por encostas ingremes, em uma area de cerca de 700 m as
margens do Rio Forqueta (Di-Bernardo et al., 2006). Na regido, existem vales estreitos
e profundos, associados a éareas com declive acentuado, sendo sua principal
caracteristica um pareddo rochoso de mais de 200 m de altura e a presenca de quedas

d’agua que se encontram com o rio Forqueta, que corta a regido, resultando em forte

35



apelo turistico. O Perau de Janeiro se localiza em uma transicdo entre a Floresta
Ombréfila Mista, com a ocorréncia de elementos tipicos como o pinheiro-brasileiro
(Araucaria angustifolia), e a Floresta Estacional Decidual, que apresenta queda foliar
significativa durante a estacdo mais fria do ano (Leite & Klein, 1990). O clima
predominante é o Subtropical Umido, variedade Cfa (Képpen, 1931), que caracteriza-se
por temperaturas médias entre -3°C e 18°C no més mais frio e superiores a 22°C no més
mais quente, com precipitacdes bem distribuidas ao longo do ano, com total anual em
torno de 1400 mm (FEPAM, 2016).

Os individuos adultos de M. admirabilis possuem tamanho entre 2,5 a 4 cm, e se
caracterizam por apresentar coloracdo aposematica. No dorso, predomina a coloracdo
verde (Figura 5a) e, ventralmente, a regido inguinal e a planta das patas se caracterizam
pela coloracdo vermelha, com o fundo do ventre possuindo coloragédo preta (Figura 5b).
Tanto dorsal quanto ventralmente, destacam-se glandulas arredondadas bem
desenvolvidas, em sua maioria com coloragdo verde-amarelada; as glandulas da regiéo
axilar apresentam coloragéo avermelhada (Figura 5b) (Di-Bernardo et al., 2006).

Até recentemente, considerava-se que todas as espécies do género apresentavam
reproducdo do tipo explosiva, associada a corpos d’agua temporarios formados apds
chuvas intensas. Entretanto, estudos atuais sugerem que a biologia reprodutiva do
género é muito mais complexa e diversificada entre as espécies, apresentando grandes
variacdes entre estas (e.g. Steinbach-Padilha, 2008; Peloso et al., 2012). Os individuos
de M. admirabilis utilizam como sitio reprodutivo pequenas pocgas temporarias
formadas no lajedo das margens rochosas do rio Forqueta (Figura 5c), sendo que a
disponibilidade destas pogas varia periodicamente, dependendo do nivel do rio e da
ocorréncia de chuvas (Abadie, 2015). As desovas, geralmente constituidas por cerca de
15 ovos, sdo depositadas nestas pocas, onde o0s ovos eclodem em girinos e,
posteriormente, se metamorfoseiam em juvenis, completando o0 processo de
metamorfose em cerca de 15 dias (Abadie, M. e Rodrigues, P. S. pers. comm. 2012;
2015). Os girinos atingem tamanho de até 15 mm de comprimento total, dependendo do

estagio de desenvolvimento, e apresentam coloragao criptica (Figura 5d).
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presente em lajedo rochoso as margens do Rio Forqueta, na regido Perau de Janeiro; e d) girinos em poga do
ambiente natural. (Fotos: Marcio Borges-Martins (a); Patricia Rodrigues da Silva (b, c); Luis Fernando Marin da
Fonte (d)).

M. admirabilis possui status de Criticamente em Perigo (categoria CR da
IUCN), em nivel global (IUCN, 2016), nacional (ICMBio, 2016) e estadual (FZB,
2014). O alto grau de ameaca se deve, principalmente, a restrita area de ocorréncia da
espécie, limitada a apenas uma localidade (one threat-defined location); a continua
substituicdo de ambientes naturais para outros usos, especialmente para fins agricolas;
além de biopirataria, pisoteio por turistas no sitio reprodutivo e a possibilidade de
instalacdo de uma Pequena Central Hidrelétrica em uma area a poucos metros da regido
de ocorréncia da espécie. Esta Ultima ameaca, entretanto, encontra-se atualmente
suspensa pela FEPAM, gracas ao esfor¢o conjunto da equipe do Laboratorio de
Herpetologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), do Centro
Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Répteis e Anfibios, pertencente ao Instituto
Chico Mendes de Conservagédo da Biodiversidade (RAN/ICMBI0) e da ONG Instituto
Curicaca (Fonte et al., 2014).

Adicionalmente, outros fatores que ameagam a espécie incluem a crescente
perda de extensdo e qualidade de habitat, principalmente devido a grande utilizacdo de
agrotoxicos nas atividades agricolas proximas a area de ocorréncia da espécie. O Perau
de Janeiro esta localizado em um dos maiores fragmentos remanescentes de Mata

Atlantica da regido, mas que vem sofrendo crescente degradacdo, devido a atividades
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pecudrias (principalmente a criacdo de gado), e a plantacdes de tabaco (fumicultura) e
Eucaliptus sp. em regifes proximas a area de ocorréncia de M. admirabilis.

Assim, a larga utilizacdo de agrotdxicos nas lavouras proximas é uma potencial e
importante ameaca a M. admirabilis (Abadie et al., 2011; Zank et al., 2012), tendo em
vista que a espécie vive em intima relacdo de proximidade com o rio Forqueta. Os
pesticidas, provavelmente drenados pela &gua do rio, podem afetar principalmente
individuos em fase larval (girinos), que se desenvolvem nas pocgas temporérias presentes

nos lajedos rochosos as margens do rio.
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