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RESUMO

Os agrotoxicos tém sido utilizados em grande escala para garantir a produtividade de
diversas culturas no Brasil. O potencial de contaminacdo dos pesticidas deve-se
principalmente ao fato de que a funcéo biocida desses produtos ndo exercem acao
completamente seletiva, mas ampliam-se a quaisquer outras comunidades que
tenham contato, podendo introduzir-se direta ou indiretamente em corpos d agua, solo
causando a vulnerabilidade de todo o sistema, com danos irreversiveis e em escalas
incalculaveis. O uso indiscriminado destes agroquimicos tem resultado em impactos
negativos ao ambiente, principalmente com residuos toxicos presentes na agua, solo,
ar, plantas e animais. O fipronil € uma molécula extremamente ativa e um potente
desregulador do Sistema Nervoso Central (SNC), um inseticida classificado como
altamente téxico para o meio ambiente com um tempo de meia vida, longo é o mais
utilizado no Brasil. Foi realizado um estudo cienciométrico que reuniu os trabalhos
toxicolégicos que utilizaram a espécie Lithobates catesbeianus (=Rana catesbeiana)
como animal modelo experimental nos ultimos 10 anos. O objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos genotoxicos e morfoldgicos sistémicos, tanto de uma exposicéo
aguda quanto croénica de girinos de ra touro, ao fipronil. Expostos a trés concentragdes
diferentes de Regent® 800 WG (80% fipronil), 0,00 (controle), 0,04, 0,08, 0,4 mg/L; e
guatro tempos tratamento na pigmentacao da cabeca e cauda, o Fipronil induziu uma
diminuicao do peso individual e da massa hepéatica ao final dos experimentos, quanto
aos indices experimentais: 4, 8, 12 e 16 dias. A pigmentacdo corporal respondeu
diretamente ao tratamento e ao tempo de exposicdo. Houve uma diminuicao
dependente do hepatossomético que ndo variou de acordo com o tratamento. Para os
animais expostos e para o0 grupo controle, a area de melanina hepatica aumentou a
medida que o tempo de exposicdo aumentava. O fipronil teve efeitos genotoxicos em
girinos Lithobates catesbeianus mesmo apds curtos tempos de exposi¢cado (por
exemplo, 4 e 8 dias), e a principal anormalidade nuclear esta nas células anucleadas.
Observou-se correlacdo relevante entre biomarcadores genotdxicos e melanina
cutanea e interna. A frequéncia de anormalidades nucleares estad inversamente
correlacionada tanto com a area de melanina hepatica quanto com a melanina
cutanea dos animais. O fipronil tem efeitos sistémicos distintos sobre girinos com base

em sua concentracdo, bem como em seu tempo de exposicdo. Alteracdes (nivel de



pigmentacdo e taxa de anormalidade eritrocito) resultam em efeitos morfologicos e

fisioldgicos, que podem comprometer o comportamento e a sobrevivéncia dos anuros.

Palavras-chave: Anfibios anuros, Biomarcadores, Pigmentag&o Corporal, Melanina,
Melanomacroéfagos.



ABSTRACT
Pesticides have been used on a large scale to ensure the productivity of various crops
in Brazil. The potential for pesticide contamination is mainly due to the fact that the
biocide function of these products does not exert completely selective action, but is
extended to any other communities that have contact, and may be introduced directly
or indirectly into water bodies, soil causing the vulnerability of the entire system, with
irreversible damage and in incalculable scales. The indiscriminate use of these
agrochemicals has resulted in negative impacts on the environment, especially with
toxic residues present in water, soil, air, plants and animals. Fipronil is an extremely
active molecule and a potent disruptor of the Central Nervous System (CNS), an
insecticide classified as highly toxic to the environment with a long, half-life life is the
most widely used in Brazil. Was scientometric study was carried out that brought
together toxicological studies that used the species Lithobates catesbeianus (=Rana
catesbeiana) as an experimental model animal in the last 10 years. The aim of this
study was to evaluate the systemic genotoxic and morphological effects of both acute
and chronic exposure of bull frog tadpoles to fipronil. Exposed to three different
concentrations of Regent® 800 WG (80% fipronil), 0.00 (control), 0.04, 0.08, 0.4 mg/L;
and four treatment times in head and tail pigmentation, Fipronil induced a decrease in
individual weight and liver mass at the end of the experiments, regarding the
experimental indices: 4, 8, 12 and 16 days. Body pigmentation responded directly to
treatment and exposure time. There was a hepatosomatic-dependent decrease that
did not vary according to treatment. For the exposed animals and for the control group,
the hepatic melanin area increased as the exposure time increased. Fipronil has had
genotoxic effects on Lithobates catesbeianus tadpoles even after short exposure times
(e.g., 4 and 8 days), and the main nuclear abnormality is in anucleated cells. The
relevant correlation was observed between genotoxic biomarkers and cutaneous and
internal melanin. The frequency of nuclear abnormalities is inversely, correlated with
both the area of hepatic melanin and the cutaneous melanin of the animals. Fipronil
has distinct systemic effects on tadpoles based on their concentration as well as their
exposure time. Changes (level of pigmentation and erythrocyte abnormality rate) result
in morphological and physiological effects, which may compromise the behavior and

survival of anurans.



Keywords: Anuran amphibians, Biomarkers, Body Pigmentation,

Melanomacrophages
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1. INTRODUGCAO GERAL

Os agrotoxicos tem sido utilizados em grande escala para garantir a
produtividades de diversas culturas. O uso destes produtos tem resultado em
impactos negativos ao ambiente natural, em funcéo de suas atuacdes direta e indireta
sobre a biodiversidade e as suas bases genéticas (OMITOYIN et al., 2006; NAQVI,
SHOAIB, ALI, 2016; TOMIAZZI et al., 2018). O uso desses agroquimicos tem efeitos
negativos sobre espécies ndo-alvo que habitam ou ocupam esporadicamente estas
paisagens (MANN et al., 2009; ZHANG et al. 2016; GIBSON, 2017). Os produtos
fitossanitarios sdo apontados como causa potencial do declinio de anfibios, agindo de
forma isolada ou em combinacdo com outros estressores presentes no ambiente
(MANN et al., 2009; BABALOLA, VAN WYK, 2018; WELTJE et al., 2018; FAO, 2019).

A quantidade de agrotéxicos presentes na agua tem aumentado devido ao uso
crescente em (doses e concentracdes) cada vez mais elevadas e ao descarte
incorreto das embalagens destes pesticidas (VASCONCELOS, 2014; ZHANG et al.
2016). Essas substancias séo toxicas, e apresentam diferentes graus de persisténcia
e mobilidade no ambiente e com potencial atividades citotéxicas, genotoxicas ou
carcinogénica, mutagénica e teratogénica (SILVA et al., 2011; FENT, 2014; TOMIAZZI
et al., 2018) que podem promover alteracdes de comportamento e malformacdes, é
limitar o sucesso reprodutivo (JOSENDE, 2015). Estas alteracbes podem
comprometer a conectividade entre habitats e populagcdes (FICETOLA; DI
BERNARDI, 2004).

As intoxicacdes por agroquimicos pode ocorrer por dois motivos (CHASIN e
AZEVEDO 2003): a) Pela acumulacdo de xenobidtico no organismo, que ocorre
guando a quantidade de xenobidtico eliminado € inferior a que € absorvida, a
concentracdo de agente tOXico no organismo aumenta progressivamente até obtencao
de niveis suficientes para gerar efeitos adversos; b) pelos efeitos causados pela
exposicao repetida, sem que o toxico acumule no organismo.

Em ambiente aquatico, a ocorréncia dos efeitos crébnicos € mais frequente
devido: a contaminacdo pontual e difusa dos xenobioticos oriundos das aguas
contaminadas em contribuicdo as relacdes antagonistas, estas atribuidas a rapida
associagdo que ocorre entre a maioria das particulas e a matéria humica e a
sedimentacao de soélidos em suspensdo. Dessa forma, 0s organismos se expdem a

baixas concentracdes de determinados poluentes durante longo periodo de tempo
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(STEPHAN E MOUNT 1973), ocasionando efeitos em niveis subletais e até mesmo

letais ao longo do tempo.

1.1 Situacédo atual dos agrotoxicos

A utilizacdo em grande escala de agrotoxicos na agricultura atual vem
causando uma crescente preocupagcdo em paises em desenvolvimento devido a
poluicdo difusa de diferentes compartimentos ambientais (LOCKE et al., 2002;
CORREIA et al., 2010; VASCONCELOS, 2014; LAI, 2017). O Brasil € considerado um
pais em desenvolvimento e o maior consumidor de agroquimicos do mundo (MMA,
2020).

O desenvolvimento acelerado da agricultura no Brasil tem levado ao aumento
do uso de agrotéxicos (GASQUES et al., 2012). Nos ultimos dez anos, o mercado
mundial de agroquimicos cresceu cerca de 93%, enquanto no mercado brasileiro
cresceu 190%, ficando claro que o modelo de agricultura desenvolvida atualmente no
Brasil esta cada vez mais dependente dos produtos fitossanitarios, o que o levou ao
posto de maior mercado mundial de agrotéxicos (ANVISA, 2012; ABIM, 2013; MMA,
2018; LOPES 2018; MMA, 2019; ANVISA, 2019; IBGE, 2020). A figura 1 apresenta o
crescimento na quantidade de registros de agroquimicos no Brasil.
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Figura 1. Registros de Agrotéxicos no Brasil.
Fonte: Retirado de Ministério da Agricultura — Infogréfico atualizado em 28/12/2019.
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Este aumento no uso de substancias quimicas para producdo agricola tem
despertado grande preocupacdo a populacdo em geral e pesquisadores,
principalmente no que diz respeito a contaminac¢ao dos recursos hidricos (THOPSON
et al., 2007; RIBEIRO et al., 2013). A presenca de agentes quimicos em ecossistemas
naturais pode ser resultado de amplo uso destes produtos (KONSTANTINOU et al.,
2006; HILDENBRANT et al., 2008; FOIT et al., 2010).

Estima-se que mais de 90% dos agrotoxicos aplicados convencionalmente nao
atingem seu alvo, em um tempo definido, nas quantidades precisas (SINGH et al.
2009; YING et al. 2011). Com o objetivo de compensar estas perdas, sado utilizadas
quantidades exacerbadas destas substancias quimicas (CHEVILLARD et al. 2012).

Estas acabam sendo carreadas para &aguas superficiais onde atingem
organismos ndo-alvo. Embora concentragcbes ambientais relevantes desses
compostos sdo geralmente baixas, essas condicbes ainda podem causar efeitos
subletais, reduzindo a aptidao dos individuos (SILVA et al., 2019).

A avaliagdo da periculosidade ambiental de um agrotoxico é de fundamental
importancia para minimizar possiveis riscos de contamina¢do dos recursos naturais.
Essas avaliacdes requerem informacdes sobre seu comportamento ambiental como a

lixiviagdo, sorcéo e degradacéo (IBAMA, 2010).

1.2 Fipronil

Esta molécula é facilmente encontrada no mercado em diversas formas fisicas
como a (Figura 2), o fipronil (C12H4Cl2FsN4OS, (5-amino-1- [2,6-dicloro-4- (trifluormetil)
fenil] -4-[(trifluormetil) sulfinil] -1H-pirazol-3-carbonitrila). E um inseticida de amplo
espectro, derivado quimicamente da familia do fenilpirazol, considerado de nova
geracédo, altamente ativo (WILDE et al., 2001). Foi descoberto por Rhone Poulenc
Agro em 1987, sendo o primeiro produto sintetizado do grupo dos fenilpirazois lancado
no mercado em 1993 e registrado como um pesticida nos Estados Unidos da Ameérica,
em 1996 (CONNELLY, 2001; IKEDA et al., 2001; GUNASEKARA et al., 2007). A
toxicidade do fipronil € 500 vezes mais seletiva para insetos, em comparagao a outros
inseticidas e possui baixa toxicidade para mamiferos, quando comparado com 0s
classicos tais como dieldrin, endosulfan, organofosforodos e piretroides (GRANT et
al., 1998; RATRA e CASSIDA, 2001; IBAMA, 2018).



19

A solubilidade do fipronil em agua € baixa (2,4 mg L-1 em pH 5), com coeficiente
de sorcéo (Koc) igual a 803 mL g-1 e o log Kow igual a 4,01. Assim, o fipronil € uma
molécula de carater hidrofébico com baixo potencial de lixiviagéo e forte adsorgéo no
solo e em sedimentos, e maior afinidade por matrizes organicas tais como lipideos,
6leos e solventes organicos (BARCELO, 1997; GUNASEKARA et al., 2007).

Figura 2. Aparéncia do formulado comercial Regent ® 800wg (80% fipronil).
Fonte: Autor.

O fipronil € um inseticida amplamente conhecido em mais de 70 paises e
utilizado em mais de 100 diferentes culturas agricolas, é largamente utilizado na saude
publica, tratamentos veterinarios e dedetizacao urbana, rural e domissanitaria (ZHAO
e SALGADO, 2010; AMARAL, 2012). O crescente uso deste inseticida, se da,
principalmente, devido a sua alta toxicidade para invertebrados, facilidade e
flexibilidade com que pode ser aplicada, sua longa persisténcia e natureza sistémica,
fatores que garante que ele se espalhe para todas as partes da cultura alvo (VAN DER
SLUIJS et al., 2015). Este inseticida classifica-se como classe Il, sendo altamente
toxico ao meio ambiente (ANVISA, 2018, MAPA, 2019).

Além destes efeitos ja citados, o fipronil também provoca efeitos de toxicidade
reprodutiva (USEPA, 1996, JOSENDE et al. 2015), hepatotoxicidade (SOUSA et al.,
1997, FERREIRA et al. 2012) e desregulacdo enddcrina (USEPA, 1998, SILVA et al.

2011). Por isso é classificado como carcinogénico para organismos vivos (FENT
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2014). Além de perturbacbes endocrinas, alteracdo da funcdo imunoldgica e
comportamentais (POCHINI; HOVERMAN, 2017) o fipronil pode acarretar riscos
significativos ao ecossistema, independentemente das concentracdes, visto que o
uso do produto apresenta um conjunto crescente de evidéncias de que as
concentracdes persistentes e baixas desses inseticidas a base de fipronil representam
sérios riscos de impactos ambientais (FICETOLA; DI BERNARDI, 2004; BISOGNIN,
WOLFF, CUNHA et al., 2017; CARISSIMI, 2018).

O fipronil foi detectado em ambientes aquaticos localizados em areas com
predominéancia de lavouras de cana-de-acucar no estado de Sdo Paulo (Brasil), mas
sua presenca também tem sido relatada em corpos d'agua em todo o mundo, em
concentragbes que variam de 0,7 a 153 ng/L (SIMON-DELSO et al., 2015;
ALBUQUERQUE et al., 2016; BERNABO et al., 2016, FANG et al., 2019). No caso
de fipronil, as concentracdes observadas variaram de 6 a 465 ng/L préximos areas
cultivadas com cana de acucar (CETESB, 2018). O fipronil também é usado em varias
outras culturas agricolas, incluindo arroz, milho, soja e trigo. Portanto, a avaliacdo da
periculosidade ambiental para o fipronil e seus compostos € de fundamental
importancia para minimizar possiveis riscos de contaminacao dos recursos naturais.
essa avaliacdo requer informacdes sobre seu comportamento ambiental como a

lixiviagdo, sorcao e degradacéo (IBAMA, 2010).

1.2.1 Mecanismo de acao do Fipronil.

O fipronil é um inseticida que ndo segue a mesma rota bioguimica dos
piretroides, que tém como fungéo o bloqueio dos canais de sodio, interferindo nos
canais de ligacdo com gaba (GUNASEKARA e TROUNG, 2007).

Estudos realizados mostram que o fipronil € capaz de produzir uma ampla
gama de impactos adversos letais e subletais em invertebrados e também em alguns
vertebrados (GIBBONS; MORRISEY e MINEAU, 2015; SIMON-DELSO et al., 2015;
VANDER SJUILS et al., 2015). Determinadas alteracdes na integridade do DNA sé&o
umas das primeiras manifestacdes dos organismos apos exposi¢cdes a produtos
guimicos mutagénicos como o fipronil (GANT et al., 1998; FRENZILLI et al., 2009).

Este inseticida € muito mais toxico em invertebrados que em vertebrados

devido a suas diferentes afinidades de ligacdo do receptor Gaba (HAINZL et al., 1998).
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O fipronil e seus derivados tém propriedades disruptivas endocrinas (GOFF et al.,
2017). A exposicao ao fipronil e seus metabdlitos em concentracdes ambientalmente
é relevantes e pode danificar o sistema fisioldgico e estabelecer estresse oxidativo em
girinos da espécie Eupemphix nattereri, Scinax fuscovarious, resultando em
mudancas em suas condicdes fisiologicas (TOFFOLI et al., 2015; GRIPP et al., 2017).

O fipronil pode causar efeitos irreversivel no ecossistema aquatico em
diferentes niveis troficos, como a inibicdo no crescimento e desenvolvimento dos
girinos, reducéo da diversidade de plancton e aumento na mortalidade de organismos
aquaticos (e.g., BEGGEL et al., 2012; GIBBONS et al., 2015; QURESHI et al., 2016;
GOFF et al., 2017; LI et al., 2017; HOUSSOU et al., 2018; FREDIANE et al., 2019;
MOREIRA SANTOS et al., 2019; GAO et al., 2020).

1.2.2 Degradacéo do Fipronil.

A degradacdo do fipronil acarreta a atenuagdo dos niveis de residuos do
agrotoxico no solo e na agua, caracterizando seu grau de periculosidade e
persisténcia. Esta degradacdo pode ocorrer de forma bidtica e/ou abidtica. Fatores
como umidade, temperatura e tipo de solo podem influenciar em sua degradacao
(WANG et al., 2010).

Segundo os autores Bobé et al. (1998) e Rameshv & Balsubramanian (1999),
o fipronil pode sofrer transformacfes metabdlicas e degradacdes abidticas no meio
ambiente. Os quatro principais produtos da degradacédo do fipronil sédo; o fipronil
dessulfinil, fipronil sulfeto, Fipronil sulfona e fipronil amida como mostram a figura 3
(BOBE et al., 1998; RAMESHV & BALSUBRAMANIAN, 1999). Sendo o fipronil
sulfidio, fipronil sulfona, e desulfinilfipronil, os metabdlitos mais toxicos a organismos
aguaticos, a sulfona de fipronil e fipronil sulfidio sdo 6, 6 e 1,9 vezes mais téxicos a
invertebrados de agua doce que o fipronil em si (USEPA, 1996; PERET et al., 2010).
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Figura 3. Produtos de degradacéo do fipronil.
Fonte: Adaptado de Bobé et al. (1998).

Connelly (2001) descreveu a transformacéo do fipronil no meio aquatico, onde
o produto gera o desulfinil, subproduto com acao neurotoxica semelhante a molécula
original do fipronil, que mantém a acdo toxica aos organismos expostos. Sua
degradacédo em solo e 4gua sao lentas, sendo que em agua, em condi¢cdo anaerdbica,
seu tempo de meia vida esta entre 116 e 132 dias (USEPA, 1996). O fipronil € um
composto altamente persistente no solo (EFSA, 2006), possuindo de baixa a
moderada solubilidade em agua (JACKSON et al., 2009), garantindo ainda mais sua
persisténcia no solo e na dgua (ROMBKE et al., 2017;). Os produtos de degradacéo
podem ser mais toxicos, biologicamente ativos persistentes, bioacumulativos, e
menos seletivos ao ambiente do que o préprio composto original, segundo (PERET et
al., 2010)

1.2.3 Estudo com o Fipronil

O conceito de ecotoxicologia é definido por varios autores como 0s estudos

dos efeitos toxicos sobre organismos vivos, e popula¢des naturais (CONNELL, 1997).



23

Propbe a ecotoxicologia como sendo a rota ambiental do agrotéxico, associado a
toxicidade e seus efeitos sobre o meio ambiente (LANDIS e YU 1999).

Nos ultimos anos, estudos brasileiros tém documentado a contaminagédo de
mananciais hidricos por vérios tipos de agrotoxicos. Entre eles, o fipronil foi
encontrado em todas as épocas avaliadas, provavelmente devido a sua longa meia-
vida no ambiente de 123 até 600 dias (SILVA et al., 2009).

Estudos realizados com o inseticida Fipronil em ratos tém demonstrado
grandes alteracdes, como por exemplo, a diminuicdo dos valores hematoldgicos,
alteracdes de parametros sanguineos (colesterol, calcio e proteina), alteracdes dos
horménios da tireoide, alteracdes na bioquimica da urina, alteracdes grosseiras a
necropsia, aumento do peso do figado e tireoide e efeitos renais (USEPA,
1996). Além destes efeitos, o Fipronil também provoca efeitos de toxicidade
reprodutiva (USEPA, 1996), hepatotoxicidade (SOUSA et al., 1997), e desregulacao
enddcrina (USEPA, 1998).

Durante os anos de 2007 a 2010, uma pesquisa da UFMT e da FIOCRUZ,
realizada em Lucas do Rio Verde — MT (Brasil) constatou a presenca de residuos de
varios tipos de agrotéxicos em sedimentos de duas lagoas, semelhantes aos tipos de
residuos encontrados no sangue de anuros, sendo que a incidéncia de ma formacéao
congénita nestes animais foi quatro vezes maior do que na lagoa controle (MOREIRA
et al., 2010).

Estudos realizados com agrotoxicos tém mostrado que menos de 10% das
guantidades aplicadas atingem o0s organismos alvos, o restante (90%) ficam
disponiveis para se moverem a outros compartimentos ambientais, como aguas
superficiais e subterraneas (SABIK et al., 2000; MOREIRA et al., 2020).

A avaliacdo dos efeitos de agroquimicos constitui-se em uma importante
ferramenta para andlise dos efeitos prejudiciais em espécies ndo alvos, ou seja,
agueles a quem o produto ndo € diretamente destinado (SILVA et al., 2013). Isto
porque os inseticidas nao tém acao seletiva, intoxicam os organismos alvo de controle
e ndo-alvos que entrarem em contato com o ambiente contaminado. Portanto, a
contaminagcdo ambiental com o uso do fipronil pode ser avaliada por meio da
determinacdo da toxicidade aguda e ou cronica de organismos ndo-alvos e as
concentracbes crescentes de agroquimico causaram diminuicdo da taxa de
crescimento da populacdo e mortalidade dos anfibios (STARK e VARGAS, 2005;

LOZI, 2019). Muitos estudos ja demostraram a toxicidade dos pesticidas para uma
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variedade de insetos (CHATON et al.,, 2001; KOLACZINZKI e CURTIS, 2001,
TIECHER et al.,, 2003; OVERMYER et al., 2005), crustaceos (KEY et al., 2003;
BEJARANO et al., 2005; KONWICK et al., 2005), peixes e outros vertebrados (COX,
2005).

Gan et al. (2012) avaliaram a ocorréncia de fipronil de uso doméstico e seus
derivados em agua de escoamento de 6 grandes comunidades, cada uma constituida
por 152 a 460 casas unifamiliares, no municipio de Sacramento e Orange County,
California (EUA) ao longo de 26 meses. Foram encontrados niveis de fipronil variando
de 340 a 1170 ng L%, valores de risco ambiental.

Ardeshir et al. (2019) relatam que se a concentracdo de fipronil aumenta, ha
dano potencial & molécula de DNA e também aumenta o dano em outras moléculas,
podendo levar a diminuicdo do crescimento e sobrevivéncia de alevinos de peixe, e
deve ser considerado como um dos perigosos fatores na sobrevivéncia de alevinos
de peixes caspios, o pesticida tem potencial para dano ao DNA do figado e pode ser
considerado como uma das causas mais relevantes de cancer nas provincias do Norte
do Ira.

Na China, o fipronil tem sido usado incorretamente e em excesso (ZHANG et
al., 2016), as propriedades téxicas do agrotoxico permanecem por longo tempo em
solos aerbbicos e na agua, com meia-vida variando de 2 dias a 7,3 meses,
dependendo do substrato e das condi¢cdes (BOBE et al., 1997; GUNASEKARA et al.,
2007). Por suas propriedades fisico-quimicas, o fipronil tornou-se um contaminante
ambiental generalizado (STONE et al., 2014). Apés a absorc¢ao, o fipronil € encontrado
predominantemente nos tecidos adiposos. A excre¢cdo do agroquimico ocorre
principalmente através das fezes, urinas e em animais lactantes até 5% da dose
absorvida pode ser excretada através do leite (JUNQUERA, 2016).

Scott et al. (2008) determinaram o efeito do fipronil nos corregos usados para
irrigacdo da cultura de arroz, e por meio da avaliacdo da comunidade macro
invertebrados verificaram que a persisténcia, apos seis meses de uma Unica aplicacao
de fipronil foi de 0,005 mg/L* diminuiu a populacdo dos macro invertebrados aquaticos
estudados. De acordo com Cox (2005), o fipronil € toxico para aves, lagartos, peixes,
lagostim, camaréo, abelhas e outros animais. Concentracdes baixas (tdo baixas
qguanto cinco partes por trilhdo) causaram efeitos adversos. MOSSA et al. (2015).
Sugere-se que fipronil induziu danos hepaticos e renais que sdo constatados com as
lesBes histopatoldgicas (DORNELLES e OLIVEIRA, 2014; PESSOA et al., 2017).
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O figado é um orgao fundamental no metabolismo, de desintoxicacdo e
biotransformacdo de xenobidticos e € indicado para avaliacdo da resposta de
exposicdo a poluentes ambientais em vertebrados (LUCIA et al., 2010;
THIRUMAVALAVAN, 2010; REILLY et al.,2012). Esse 6rgdo possui grande
suprimento sanguineo, além de alta capacidade metabdlica (HINTON, et al., 2001) e
desempenha um papel fundamental na biotransformacéo dos xenobi6ticos. Quando
um composto € excretado diretamente na bile em processos de desintoxicacdo ele
pode ser reabsorvido no intestino delgado ou eliminado pelas fezes (BOENING, 2000).

Nos Estados Unidos a comercializacdo do fipronil foi suspensa para tratamento
de sementes, teve seu uso proibido nos demais paises da Europa, apos a identificacédo
do seu alto grau de toxicidade comprovado pelos problemas sérios registrados em
organismos expostos (OLIVEIRA, 2010; BEASLEY, 2020), (STEVENS et al., 1998;
VALAVADINIS, 2018). Vérias pesquisas apontam efeitos danosos dos pesticidas ao
meio ambiente (MIZE et al., 2007; SCORZAS JUNIOR e FRANCO, 2013; GRIPP et
al., 2016; TEERLINK, HERNANDEZ E BUDD, 2017; VIEIRA et al., 2018; SADARIA,
et al., 2019, ARDESHIR et al., 2019; MOREIRA et al., 2020; RUTKOSKI et al., 2020;
FANG et al., 2019). Sua presenca também tem sido relatada em corpos d'agua em
todo o mundo em concentracdes que variam de 0,7 a 153 ng/L,0,05- 26,2 g/L! de
fipronil (ALBUQUERQUE et al.,2016; FANG et al., 2019).

1.3 Anfibios como Bioindicadores

Os anfibios estdo entre as formas de vida aquatica que mais sofrem com a
presenca de agrotoxicos na agua, sao considerados bons bioindicadores de polui¢ao
ambiental por exercerem importante papel nos ecossistemas aquaticos. S&o animais
gue atendem todas as caracteristicas morfologicas e fisiolégicas que um bioindicador
deve apresentar para testes de efeitos toxicoldgicos por agroquimicos, avaliando as
respostas em diferentes biomarcadores de efeito.

Para a escolha do organismo-teste geralmente usa-se 0s seguintes critérios
de selecdo de espécies: abundancia e disponibilidade; significativa representacao
ecologica dentro da biocenose; cosmopolitismo da espécie; conhecimento da sua

biologia, fisiologia e hébitos alimentares; estabilidade genética e uniformidade de suas
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populacdes; baixos indices de sazonalidade constante e apurada; importancia
comercial e facilidade de cultivo em laboratério (RANDI e PETROCELLI, 1995;
BRODEUR e CANDIOTI, 2017).

Anfibios sdo animais vertebrados tetrapodes, que habitam diversos ambientes
com a presenca de agua e a probabilidade de entrarem em contato direto com
agrotoxicos em seu habitat é alta (SEMLITSCH et al., 1988; BRANDAO et al., 2011;
WRUBLESWKI et al., 2018; FROST, 2018; FROST, 2019; SABINO et al., 2019).
Associada a permeabilidade da pele, a dieta dos anfibios também facilita a absorcao
de contaminantes (MCCOMB et al., 2008).

Anfibios sdo conhecidos como bioindicadores de fatores que afetam o meio
ambiente, sendo sensiveis a alteracdes ambientais (HARTMANN et BRODEUR et al.,
2012; BRODEUR e CANDIOTI, 2017; JAYAWARDENA et al., 2010; VASCONCELOS,
2014; MACAGNAN et al., 2017; RUTKOSKI et al., 2018). Estudos mostram que a
exposicao aos agrotoxicos resulta em reducdo da sobrevivéncia, maior tempo para
desenvolvimento, modificagdes de comportamento e deformagées (MACAGNAN et
al., 2017; RUTKOSKI et al., 2018), deixando-os mais vulneraveis a predadores e com
capacidade reprodutiva reduzida (GIBBONS et al., 2000; USEPA, 2002;
ASPENGREN et al., 2009; JAYAWARDENA et al., 2010; MARCANTONIO et al., 2011
SKOLD et al., 2016; BRODEUR E CANDIOTI. 2017; IUCN, 2019).

Segundo Hayes et al. (2010), agrotéxicos sao misturas de compostos quimicos
que podem atrasar e/ou inibir a metamorfose dos anfibios, e a completa inibicdo da
metamorfose, pode impactar negativamente a reproducdo (BESTEN e MUNAWAR,
2005; SAVASSI, 2019). As principais rotas de absorcdo de poluentes quimicos por
anfibios anuros sé@o por contato e ingestdo, através dos poluentes dissolvidos ou
suspensos ha agua. Apos a absorcdo, a substancia é transportada para diferentes
compartimentos do corpo através do sangue e da linfa (no caso de vertebrados) o que
pode resultar em efeitos significativos nas popula¢des de anfibios (WALKER et al.,
2006; HAYES et al., 2010; SILVA et al., 2013).

Muitas espécies de anfibios passam parte do seu ciclo de vida em lagoas
temporarias e pequenos cursos de agua, adjacentes as areas agricolas, onde os
agrotoxicos sao aplicados, e muitas vezes estas aplica¢cdes coincidem com o periodo
reprodutivo e desenvolvimento larval, causando assim iniUmeros danos para as
espécies (HAYES et al., 2010; DAVID et al., 2012; ANNI et al., 2019).
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O efeito de poluentes na maioria dos estudos ecotoxicoldgicos sao conduzidos
com girinos (MCDIARMID e ALTIG, 1999; PALENSKE et al., 2010). De acordo com
Seixas Filho et al. (2003), os girinos nos estagios menos desenvolvidos sdo mais
sensiveis de que em estagios mais avancados, apresentando menor capacidade de
ajuste ao meio, ndo resistindo ao intenso trabalho metabdlico, assim como a
preparacdo para mudanca de uma respiracdo branquial para uma respiracao
pulmonar. De acordo com Grisolia (2005), os estudos com anfibios podem demostrar
claramente a fragilidade dos ecossistemas as contaminagfes por agroquimicos.

As alteracdes derivadas da acdo de agroquimicos podem ser diversos, tais
como reacdo direta com o DNA, durante a replicacao celular, interferindo na divisdo
celular mitética ou meidtica (VEIGA, 1995; FERNADES, 2005; COYADO et al., 2019).
Estudos relatam alteragcbes na melanina interna e na coloracdo da pele, devido a
contaminantes ambientais (FRANCO-BELUSSI et al.,, 2018; SCAIA et al.,, 2019;
PEREZ-IGLESIAS et al., 2019), sendo correlacionado a efeitos genotdxicos
(FRANCO-BELUSSI et al., 2018), demonstrando que contaminantes aquaticos podem
causar prejuizos na capacidade adaptativa dos animais ao ambiente. Biomarcadores
também podem ser utilizados para avaliar a atividade genotdxica e mutagénica de
poluentes inespecificos (WELSS, 2007; GONCALVES et al., 2019; OLIVEIRA et al.,
2019).

Macrofagos pigmentados, ou melanomacréfagos (MMs) como sdo chamados
sao células que estdo presentes nos 6rgaos hematopoiéticos de peixes e anuros, que
auxiliam no processo de detoxificacdo, tais células, com atividade fagocitica
semelhante a dos macrofagos (AGIUS, 1980), que contém melanina substancias do
catabolismo celular como haemosiderina e lipofuscina (AGIUS e ROBERTS, 2003).
Os MMs sédo biomarcadores morfologicos de efeitos ( as alteracdes nas células
hepatossomaticas e eritrécitos, MN, células anucleadas, binucleadas e apoptéticas)
sao utilizados como ferramentas para avaliar os efeitos dos contaminantes, por
exemplo, glifosato (PEREZ-IGLESIAS et al., 2016; BACH et al., 2018; PEREZ-
IGLESIAS et al., 2019), benzopireno (FANALI et al.,, 2017; 2018), flutamida
(GREGORIO et al., 2016), piretréide (OLIVEIRA et al., 2016; CARBARYL CAKICI,
2015), bem como hormdnios esteroides sexuais (ZIERI et al., 2015). Por isso, essas
células sdo importantes para detectar alteracbes teciduais como resultado de
possiveis xenobidticos presentes no ambiente. No entanto, ha poucos estudos que

avaliam o papel dessas células em girinos e ndo ha relatos sobre os possiveis efeitos
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gue o fipronil pode ter sobre elas (DORNELLES e OLIVEIRA, 2014; PESSOA et al.,
2017).

1.3.1. Espécie Lithobates catesbeianus

A espécie Lithobates catesbeiana tem 0 nome popular ré-touro, é uma espécie
de ranideo originaria da América do Norte, tendo sido introduzida no Brasil na década
de 1930, para cultivo comercial, em razdo da grande demanda de sua carne na
culinaria e da utilizacdo da pele em subprodutos, como o couro (CULLEY, 1981;
CUNHA e DELARIVA, 2009; SILVA et al., 2016). E considerada uma das espécies
invasoras com maior potencial impactante na diversidade natural no mundo. Estudos
anteriores demonstraram que essa espécie é resistente a fatores de estresse externos
e adapta-se as condicOes laboratoriais, além da capacidade de adaptar-se a uma
grande variedade de habitats (SEMLITSCH et al., 1988; BRANDAO et al., 2011).

Em geral, o desenvolvimento dos anfibios anuros é caracterizado por estagios
qgue variam de 1 a 46, sendo conhecidos como estagios de Gosner (GOSNER, 1960).
O primeiro estagio, de 1 a 20, é denominado fase embrionaria e é nesse periodo que
os individuos se encontram protegidos por uma camada gelatinosa, isto €, estao
dentro do ovo (MCDIARMMID e ALTIG, 1999). Apéds, ocorre a fase “larval”’, composta
pelos organismos jovens que eclodiram do ovo, iniciando no estagio 21 e encerrando
no estagio 24. Do estagio 25 ao 41 ocorre a fase larval, que é o maior periodo de
desenvolvimento devido ao crescimento dos membros necessarios a transicao da fase
aquatica para a terrestre (MCDIARMMID e ALTIG, 1999). A Ultima etapa é a fase de
metamorfose, a qual comeca no estagio 42 e termina no estagio 46, onde se tem os
individuos adultos (MCDIARMMID e ALTIG, 1999). Os estagios de 20 a 25
correspondem a transicdo da fase embrionaria para larva (girino) e neste periodo os
individuos desenvolvem as estruturas para alimentacao, respiracédo e natacdo, como
boca, branquias e cauda, além da pigmentacdo da pele (MCDIARMMID e ALTIG,
1999). Na passagem da fase embrionaria para larva (girino), a larva assemelha-se a
um peixe (DUELLMAN e TRUEB, 1994). As larvas respiram através de branquias,
alimentam-se de particulas suspensas na agua ou raspam alimentos no ambiente
onde se encontram. Como possuem habitos alimentares especificos, necessitam de

pecas bucais e sistema digestivo diferente dos individuos adultos (DUELLMAN e



29

TRUEB, 1994). Além disso, contém uma cauda com membranas (alas) que funciona
como nadadeira, ao contrario dos adultos (DUELLMAN e TRUEB, 1994).

Dessa forma, ras-touro oferecem um valioso indicador a anélise de saude dos
ecossistemas e tém sido utilizadas como um modelo em testes toxicolégicos (RISSOLI
et al.,, 2016; ROLLINS-SMITH, 2017; STRONG et al., 2017). Dentre os critérios de
escolha de ra-touro como animal modelo ressalta-se sua facil aquisicdo (disponivel
comercialmente), e apresentar tamanho corporal grande enquanto girino, oferecendo
a possibilidade de uso de um numero reduzido de animais nos ensaios toxicol6gicos
para se obter quantidades adequadas de diferentes tecidos, o que aumenta as
possibilidades de analise (COSTA et al., 2008; DORNELLES e OLIVEIRA, 2014,
2016).

Girinos apresentam varias vantagens como modelos de estudo, sendo
usualmente faceis de detectar e coletar no campo. Além disso, vivem em habitats
delimitados, presentes em grande namero e esses, as vezes, sao a Unica evidéncia
da ocorréncia de espécies secretas ou espécies fora do periodo reprodutivo
(GROSJEAN et al., 2015). Em relacdo as outras taxas de animais, estudos
ecotoxicolégicos em anfibios sdo escassos, até mesmo em espécies de anfibios que
enfrentam ambientes poluidos e/ou declinio populacional (LAU et al., 2015).

Vérios estudos ecotoxicoldgicos ja publicados com a finalidade de avaliar os
impactos ambientais ocasionados em decorréncia do uso indiscriminado de
agrotoéxicos, vém utilizando a espécie Lithobates catesbeianus, como modelo
experimental em laboratoérios de pesquisas. Em levantamentos de artigos e periédicos
realizados em plataformas de pesquisa sdo encontrados varios trabalhos e de varios
pesquisadores que utilizaram a citacdo da espécie com a nomenclatura antiga, ou
seja, Rana catesbeiana. Para avaliar os efeitos danosos dos agrotoxicos no meio
ambiente, e no sistema aquatico (SCORZAS JUNIOR e FRANCO, 2013; FRANCA-
SALGUEIRO, 2013; GRIPP et al., 2016; FROST, 2016; TEERLINK, HERNANDEZ e
BUDD, 2017; VIEIRA et al., 2018; SADARIA et al.,, 2019; MOREIRA et al., 2020;
RUTKOSKI et al., 2020), o figado é um bom exemplo de biomarcador de efeito
(ABDALLA, et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2016).
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Rutkoski et al. (2020) observed changes that suggest the occurrence of oxidative
damage and alterations in the central nervous system at concentrations ranging from
0.026 to 1.5 mg/L in Physalaemus gracilis tadpoles. As a result, we hypothesize that
the sum of each specific effect can trigger systemic alterations, leading to detrimental

results at the population level.

Conclusion

Fipronil has systemic effects based on its concentration (0.04, 0.08 and 0.4
mg/L) and exposure time (4, 8, 12 and 16 days). Such alterations are relateds to the
pigment alterations and rate of abnormality in erythrocytes, which altogether, result in
morphological and physiological effects, which may compromise the behavior and

survival of the organism.
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