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“Em algum remoto recanto do universo, que se desagua
fulgurantemente em inumeraveis sistemas solares, havia uma vez um
astro, no qual animais astuciosos inventaram o conhecimento. Foi o
minuto mais audacioso e hipdcrita da “histdria universal”: mas, no fim
das contas, foi apenas um minuto. Apos alguns respiros na natureza, o
astro congelou-se, e 0s astuciosos animais tiveram de morrer.”

Friedrich Wilhelm Nietzsche. Sobre verdade e mentira no sentido extra-moral. Hedra, 2008.



RESUMO

A metamorfose em anuros € um processo onde 0s animais estdo extremamente sensiveis, e
distdrbios, como os causados por contaminantes, podem levar a alteragdes fisiologicas e
morfologicas irreversiveis. O fipronil é um inseticida que vem gerando muitas preocupacoes
por seus impactos sobre a biodiversidade, uma vez que seu uso vem aumentando muito nos
ultimos anos. Entre os principais fendmenos durante a metamorfose, ha um destaque para a
formacéo e remodelacdo do sistema esquelético. Assim, devido ao crescente uso do fipronil e
ao fato de que a contaminacéo por esse poderia levar a distirbios na metamorfose e efeitos
deletérios em varios 6rgdos e sistemas, 0 objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos
do fipronil sobre o desenvolvimento durante a metamorfose, com destaque para o sistema
esquelético, avaliando também respostas tdxicas desse composto sobre biomarcadores
sanguineos e hepaticos. Para isso, 48 girinos de Leptodactylus fuscus e Scinax fuscovarius no
estagio 28 Gosner foram separados em quatro grupos experimentais (CO: 0,00mg/L; C1:
0,04mg/L, C2: 0,08mg/L e C3: 0,4mg/L de fipronil). Ao atingirem o estagio 46 Gosner, foram
eutanasiados, pesados e tiveram sangue e o figado retirados (para as andlises toxicologicas),
sendo os animais diafanizados (para a andlise do sistema esquelético). Com relacdo ao
desenvolvimento, a exposi¢do ao fipronil levou a uma alteracdo no tempo de metamorfose e a
um atraso no processo de ossificacdo, ndo influenciando a massa corporea e o indice
hepatossoméatico em ambas as espécies, entretanto, levou a uma diminui¢do no tamanho
corporal e no comprimento de alguns ossos do apéndice locomotor posterior de L. fuscus. Com
relacdo a toxicidade, o fipronil ndo causou efeito genotoxico e levou a um aumento na area de
melanina hepética em ambas as espécies, causando um efeito negativo sobre a sobrevivéncia
de S. fuscovarius. Dessa forma concluimos que o fipronil apresenta um potencial em alterar o
tempo de metamorfose de anuros e acarreta em um atraso no processo de ossificagdo; néo
apresenta efeito genotdxico nas espécies analisadas e gera respostas hepéaticas aumentando a

atividade dos melanomacrdéfagos.

Palavras—chave: Anuros, Inseticida, Metamorfose, Ossificagdo, Toxicidade.



ABSTRACT

Metamorphosis in anurans is a process where animals are extremely sensitive, and disturbances,
such as those caused by contaminants, can lead to irreversible physiological and morphological
changes. Fipronil is an insecticide that has generated many concerns due to its impacts on
biodiversity, since its use has increased greatly in recent years. Among the main phenomena
during metamorphosis, there is an emphasis on the formation and remodeling of the skeletal
system. Thus, due to the increasing use of fipronil and the fact that its contamination could lead
to disturbances in metamorphosis and deleterious effects on various organs and systems, the
aim of the present work was to investigate the effects of fipronil on development during
metamorphosis, with emphasis on the skeletal system, also evaluating toxic responses of this
compound on blood and hepatic biomarkers. For this, 48 tadpoles of Leptodactylus fuscus and
Scinax fuscovarius at stage 28 Gosner were separated into four experimental groups (CO:
0.00mg/L; C1: 0.04mg/L, C2: 0.08mg/L and C3: 0. 4mg/L of fipronil). Upon reaching stage 46
Gosner, they were euthanized, weighed and had their blood and liver removed (for toxicological
analyses), and the animals were diaphanized (for analysis of the skeletal system). Regarding
development, exposure to fipronil led to a change in metamorphosis time and a delay in the
ossification process, not influencing body mass and hepatosomatic index in both species,
however, it led to a decrease in body size and in the length of some bones of the posterior
locomotor appendix of L. fuscus. Regarding toxicity, fipronil did not cause a genotoxic effect
and led to an increase in the hepatic melanin area in both species, causing a negative effect on
the survival of S. fuscovarius. Thus, we conclude that fipronil has the potential to change the
metamorphosis time of anurans and causes a delay in the ossification process; it has no
genotoxic effect on the analyzed species and generates hepatic responses by increasing the

activity of melanomacrophages.

Keywords: Anurans, Insecticide, Metamorphosis, Ossification, Toxicity.
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1- INTRODUCAO GERAL

1.1.Anfibios anuros e sua utilizagdo como bioindicadores ambientais

A classe Amphibia apresenta aproximadamente 8.478 espécies viventes com ampla
distribuicdo mundial, sendo composta por trés ordens: Gimnofionas, constituida pelos
cecilianos, com cerca de 215 espécies compondo aproximadamente 3% dos anfibios viventes,
Urodelos, compostos pelas salamandras e tritdes, apresentando 773 espécies, referentes a 9%,
e Anuros, apresentando sapos, rds e pererecas, com aproximadamente 7.490 espécies
constituindo em média 88% do total de anfibios viventes (Wake; Koo, 2018; Amphibiaweb,
2022).

Uma das principais caracteristicas que diferencia os anfibios dos demais vertebrados é
a sua pele, que se apresenta altamente vascularizada compondo o principal 6rgédo respiratério
(Wake; Koo, 2018). Tipicamente apresentam um ciclo de vida biféasico, onde os individuos
adultos se encontram para reproducdo em um ambiente aquatico e as fémeas depositam seus
ovos para que entdo sejam fertilizados pelos machos (Price et al., 2007; Wake; Koo, 2018). A
fase larval que emerge se desenvolve no meio aquatico, transitando para 0 meio terrestre apos
a metamorfose (Price et al., 2007; Wake; Koo, 2018). Entretanto, esse ciclo de vida ndo é regra,
uma vez que os anfibios sdo caracteristicos por apresentarem uma alta diversidade reprodutiva
(Wake; Koo, 2018).

Entre os anfibios, os Anuros sdo encontrados em todos os continentes, com exce¢do na
Antértida e em algumas ilhas oceénicas, apresentando uma alta distribui¢do principalmente em
regides tropicais (Wake; Koo, 2018). Esses animais apresentam um plano corporal altamente
conservado, com a regido cranial maior em relacdo ao corpo, um tronco curto e uma cintura
pélvica alongada, com nove ou menos vértebras pré-sacrais (Wake; Koo, 2018). Apresentam
os apéndices locomotores dianteiros curtos com quatro digitos e os traseiros altamente
alongados, em especies com habito saltatdria, ou curtos, em espécies que habitam o subsolo,
com quatro segmentos bem definidos e cinco digitos (Wake; Koo, 2018). A fase adulta se
apresenta desprovida de cauda (Wake; Koo, 2018).

A partir das décadas de 1980 e 1990 vém sendo colocado em pauta o fenémeno mundial
de declinio populacional que os anfibios vém sofrendo (Burlibasa; Gavrila, 2011; Wake; Koo,
2018). As principais causas atribuidas a esse fendmeno sdo: 1) a perda de seu habitat natural
que acaba sendo substituido por zonas agricolas ou urbanas; 2) a poluicdo ambiental por

xenobioticos orgénicos e inorgénicos; 3) as alteragdes atmosféericas, como mudangas climéticas,
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aumento das temperaturas ambientais e aumento da incidéncia de luz UV; 4) infec¢do por
doencas como a quitridiomicose; 5) introducdo de espécies exdticas, e 6) superexploracdo
(Hayes et al., 2010; Blaustein et al., 2011; Sumanasekara; Dissanayake; Seneviratne, 2015;
Wake; Koo, 2018).

Dessa forma, ndo ha uma Unica causa para esse fenémeno, e sim um conjunto que pode
afetar os anfibios de forma direta (tanto isoladamente ou mais provavelmente em sinergia
variando entre espécies), ou indireta (em conjunto com fatores ecoldgicos), comprometendo o
fitness desses animais, levando a alteracdes a niveis moleculares, fisioldgicos, individuais,
populacionais ou até mesmo ao nivel de comunidade (Hayes et al., 2010; Blaustein et al., 2011,
Sumanasekara; Dissanayake; Seneviratne, 2015; Wake; Koo, 2018). Assim, a forma com a qual
esses estressores atuam sobre o declinio populacional de anfibios € altamente complexa
(Blaustein et al., 2011).

Uma forma de avaliar a qualidade ambiental e suas alteragdes ao longo do tempo, como
os fatores estressores citados anteriormente, € o uso de bioindicadores que avaliam
qualitativamente as respostas bidticas ao stress ambiental, e incluem processos bioldgicos,
espécies ou comunidades (Holt; Miller, 2011). Uma espécie atua como um bom bioindicador
quando apresenta moderada tolerancia as alteracbes ambientais, ndo sendo demasiada sensivel
a ponto de nao refletir as pressdes ambientais por vir a ébito, ou muito resistente a ponto de ndo
reagir as mudancas no ambiente (Holt; Miller, 2011). As funcGes principais de um bioindicador
sdo monitorar o ambiente, os processos ecoldgicos e a biodiversidade, oferecendo diversas
vantagens como indicar efeitos bidticos indiretos de poluentes (Holt; Miller, 2011).

Nesse sentido os anfibios, principalmente os anuros, sdo considerados como excelentes
bioindicadores por apresentarem uma alta gama de caracteristicas que os tornam devidamente
sensiveis as alteracbes ambientais, como a pele semi permeavel altamente vascularizada e ovos
sem casca que permitem o contato direto levando a contaminacdo por poluentes; um ciclo de
vida bifasico que faz com que esses animais sejam dependentes tanto do meio aquatico quanto
terrestre, possibilitando a exposicdo a estressores em ambos 0s ambientes; um rapido
desenvolvimento o que possibilita investigar os efeitos das altera¢cbes ambientais durante esse
processo; intensa competicdo intra e interespecifica, possibilitando analisar respostas
ecologicas; e ectotermia que possibilita observar efeitos de alteracdo na temperatura ambiental
(Dunson; Wyman; Corbett, 1992; Qin; Xu, 2006; Burlibasa; Gavrila, 2011; Zamora-Camacho,
2019).

Ademais, embrides e larvas de anfibios com fertilizagéo externa estdo em contato direto

com poluentes, 0 que os torna altamente suscetiveis aos estressores ambientais e antropicos
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(Qin; Xu, 2006; Burlibasa; Gavrila, 2011). Os girinos de anuros estdo em contato constante
com a agua que circunda totalmente seus corpos, facilitando a exposi¢do a contaminantes pela
pele e principalmente pelas branquias (Barni et al., 2007). Além disso, é nesse momento que
passam pelo processo de metamorfose, sofrendo um alto nimero de altera¢cbes em um curto
periodo de tempo (Brande-Lavridsen; Christensen-Dalsgaard; Korsgaard, 2010). Assim, nesse
estdgio da vida esses animais apresentam um potencial ainda maior para atuar como

bioindicadores.
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CONCLUSAO

Com base em nossos resultados, concluimos que, no geral, em baixas concentracdes o
fipronil ndo apresenta efeito letal sobre girinos de anuros, porém € letal em altas doses. Além
disso, a sensibilidade das espécies deve ser considerada, assim Sd0 necessarias mais
investigacOes para compreender melhor o potencial de letalidade desse composto. Os girinos
das espécies aqui avaliadas ndo apresentaram efeitos genotdxico logo apds sofrerem a
metamorfose e apresentaram um efeito responsivo no figado aumentando os melanomacréfagos

demonstrando um efeito toxico desse composto.
5- CONCLUSOES OU CONSIDERACOES FINAIS

Com base em nossos resultados e na literatura, concluimos que em baixas concentracdes
o fipronil ndo apresenta efeito letal para a maioria das espécies ja estudadas, incluindo os girinos
das espécies nativas Leptodactylus fuscus e Scinax fuscovarius. Entretanto a exposi¢do ao
fipronil mesmo que em baixas concentragdes acarreta diversos efeitos sub-letais que podem
direta ou indiretamente comprometer a sobrevivéncia em nivel individual ou populacional,
podendo até mesmo interferir na propagacdo da espécie ao longo do tempo. Aqui destacamos
alteracdes relacionadas ao desenvolvimento, tais como alterac6es no tempo de metamorfose,
bem como atraso no processo de ossificacdo 0 que pode acarretar também em alteracdes
morfologicas no individuo. Além disso, a exposi¢cdo ao fipronil durante o periodo de

metamorfose causa alteracfes hepaticas, mas ndo foram observadas alteraces genotoxicas.
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