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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



17

(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).
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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).
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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
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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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2 OBJETIVO e HIPOTESES

Este estudo tem como objetivo avaliar sobre condi¢cdes de laboratorio, a
toxicidade aguda e crbnica da formulagdo do Regent 800 WG, utilizando como animal
modelo de girinos de ra- touro (Lithobates catesbeianus), nos estdgios 36 (GOSNER,
1990).

Nossa hipotese € que a exposicdo ao fipronil irA causar alteracbes na
coloracdo externa (ou na pigmentacdo externa), em razdo dessas células,
comprovadamente, responderem a diversos agentes xenobioticos. Como aumento da
coloracdo externa ou diminuicdo da coloracdo, desses animais uma vez que a
melanina possui papel protetivo. Além disso, levantou-se a hipotese de que o fipronil
causard alteracdes na morfologia nuclear dos eritrocitos, uma vez que apresenta
potencial genotoxico.

Foi realizado o levantamento Cienciométrico como forma de sintetizar e
organizar os trabalhos de pesquisas ja publicados que utilizou a espécie Lithobates
catesbeianus (=Rana catesbeiana) como animal modelo correlacionando com
agroquimicos.

Os resultados estdo expressos no ultimo capitulo intitulado “Genotoxic and
melanic alterations in Lithobates catesbeianus (anura) tadpoles exposed to fipronil

insecticide”.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Metodologia da Cienciometria

Foi feita uma pesquisa cienciométrica sobre Lithobates catesbeianus utilizando-se
trés bancos de dados: Web of Science, Scopus e Scielo. As palavras-chave buscadas
(termos de busca) foram o nome da espécie, “Lithobates catesbeianus”, e sua
combinagdo com outras quatro variaveis: “agrotéxicos”, “efeitos ecotoxicoldgicos”,
“histologia” e “teste de micronucleos”. Apés a busca bruta realizada nas trés bases de
dados, com os cinco termos de busca, um total de 1.759 artigos que foram
selecionados, em uma primeira filtragem, conforme alguns critérios. Na segunda etapa

foram selecionados 247 artigos, excluindo-se as duplicidades. Na segunda filtragem
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foram selecionados o0s artigos que apresentaram a aplicacdo da Lithobates
catesbeianus em alguma atividade experimental de laboratério, o que foi avaliado
mediante a leitura dos resumos de cada um dos artigos. Finalizou-se a busca com 73

artigos, selecionados como material a ser explorado.

3.2 Delineamento experimental

Foram utilizados 128 girinos de Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802), nos
estagios 36-38 de Gosner, obtidos no Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP)
de Jaboticabal - SP. Os animais foram mantidos em aquarios de 1L de agua por
animal, com aeracao constante, temperatura controlada (27.0 £ 1°C) e fotoperiodo
natural (~12h claro: 12h escuro). Os animais foram alimentados diariamente com

racao proteica por 7 dias antes do inicio dos experimentos.

Figura 4. Organizacdo do experimento no laboratério de anatomia comparada.
Fonte: Autor

Apos este periodo, os animais foram reagrupados aleatoriamente (random) em
32 aquéarios com 4 exemplares em cada, mantendo a densidade populacional
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preconizada de 1 animal por litro de agua. Esse montante foi submetido a 3
concentragdes do formulado “Regent ® 800 wg” (80% fipronil): 0.00 (controle), 0.04,
0.08, 0.4 mg/L; em 4 quatro tempos de exposicao: 4, 8, 12 e 16 dias. Cada grupo foi
realizado em duplicata, totalizando N=8/concentracdo/tempo. A agua foi renovada a
cada 48 horas. Foi utilizado a fim de garantir que as concentracdes desejadas dos
compostos na agua fossem mantidas, e também para evitar interferéncia dos produtos
de excrecao dos animais. Apos as trocas era fornecido o alimento (rag6es formuladas
pelo CAUNESP especificamente para a espécie).

O projeto tem aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais, protocolo
199/2018 e RAN/IBAMA/MMA 18573- 1).

Ndeanimais ) 32 32 3 32 Concentragdes (ia)
$y ¥ 1 3
EREE
— ¢, 08mgl
I m ‘ ! ) Total de Animais no Experimento= 128
EE E

Tempo/dias ‘ 4 8 12 16

Wl

— C; 0,04 mg/L

— C,04mgl

— ¢, 0,0mglL

Girino de Lithobates catesbeianus

Figura 5. Delineamento do experimento utilizando o Regent ® 800 wg em girinos

Lithobates catebesianus.
Fonte: Autor.

Decorridos 0s tempos experimentais, 0os animais foram fotografados e em

seguida eutanasiados em benzocaina (10g/L), o sangue foi retirado por puncao
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cardiaca com seringas e agulhas heparinizadas para a confeccdo de extensdes
sanguineas. Posteriormente, os animais foram dissecados e o figado foi retirado,
pesado em balanca analitica com precisédo 0,059 e seguiram-se os procedimentos
para andlises hepaticas e de genotoxicidade. Toda a manipulagédo e cuidados dos
animais seguiu o NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals e os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal
(CEUA — IBILCE/UNESP 199/2018).

3.2.1 Analise de anormalidades nucleares

Apds anestesia na regido caudal com xilocaina, o sangue foi retirado com
seringa e agulha heparinizadas, gotejado na lamina e foram feitos esfregacos
sanguineos que, apos secos, foram fixados em metanol por 20 min e corados com
Giemsa 7.5%, por 15min. As seguintes anormalidades nucleares foram mensuradas:
eritrécitos anucleados, binucleados, bud e presenca de micronucleo. Para cada animal
foram contabilizados 1000 eritrdcitos (Pérez-lglesias et al., 2014).

3.2.2 Quantificacdo da area de melanina

Para as andlises histoldgicas fragmentos do figado foram fixados em Metacarn
(60% metanol, 30% cloroférmio, 10% acido acético) por 3 horas, desidratados em
série alcodlica, emblocados em historesina (kit Leica) e seccionados em micrétomo
(Leica RM2245) na espessura de 2um. Os cortes foram corados com Hematoxilina-
eosina e observados em microscopio (Leica DM4000 B) com sistema de captura de
imagens (Leica DFC 280). A quantificacdo da pigmentacao foi realizada pela diferenca
de intensidade de coloracdo dos MMs (Santos et al., 2014) com o programa Image
Pro-Plus, Media-Cybernetics Inc. (versao 6.0). Para cada animal foram feitas 25 fotos,

fotografadas aleatoriamente.
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CAPITULO | - ATUAL STATUS DO CONHECIMENTO SOBRE O USO DE
LITHOBATES CATESBEIANUS (=RANA CATESBEIANA) COMO ESPECIE
MODELO PARA ESTUDOS DE EFEITOS DE AGROQUIMICOS

RESUMO

A cienciometria € conhecida como a pesquisa quantitativa da producdao cientifica, que
permite entender melhor a amplitude e a natureza das atividades de pesquisa
desenvolvidas nas diferentes areas do conhecimento de diversos paises, instituicdes
e pesquisadores. O rapido avanco da ciéncia é, muitas vezes, de dificil
acompanhamento, tendo em vista sua crescente mudanca. A cada dia torna-se mais
dificil a possibilidade de manter-se atualizado perante os acontecimentos cientificos
relevantes. Para realizar as buscas dos artigos relevantes, foram determinados quatro
termos de busca: “Lithobates catesbeianus”, em associacdo com os termos
“Lithobates catesbeianus ecotoxicoldgicos”, “Lithobates catesbeianus agrotdxicos”,
“Lithobates catesbeianus testes micronucleos” e, “Lithobates catesbeianus histologia”
(utilizando também o termo Rana catesbeiana para as 4 variacfes). Estes termos de
busca foram inseridas em trés bases de dados (Web of Science, Scielo e Scopus)
como forma de busca aos artigos académicos (fonte primaria). Apés a busca bruta
realizada nas trés bases de dados com os quatro termos de busca, foram encontrados
1.759 artigos cientificos em periddicos de acesso livre, que continham no titulo uma
dos termos de busca. Apo6s a primeira filtragem, que solicita a presenca de um dos
termos de busca no conjunto de palavras-chave, obtivemos um total de 247 artigos.
Nessa etapa foram rejeitados artigos em duplicidade, o que resultou em 73 artigos
selecionados como material a ser explorado. Todos estes trabalhos utilizaram a
espécie Lithobates catesbeianus (=Rana catesbeiana) como modelo para realizagcdo
das pesquisas cientificas em laboratérios. O presente estudo visou reunir esses
artigos cientificos disponiveis nas bases de dados exploradas e conseguiu apresentar
as vantagens de se utilizar a espécie Lithobates catesbeianus (=Rana catesbeiana)
como ferramenta nos ensaios em laboratério e no monitoramento da qualidade

ambiental.

Palavras-chave: Lithobates catesbeianus, cienciometria, espécie modelo

experimental.
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CHAPTER | - CURRENT STATUS OF KNOWLEDGE ON THE USE OF
LITHOBATES CATESBEIANUS (=RANA CATESBEIANA) AS A MODEL SPECIES
FOR AGROCHEMICAL EFFECTS STUDIES

ABSTRACT

Scientometrics is known as the quantitative research of scientific production, which
allows a better understanding of the breadth and nature of research activities
developed in different areas of knowledge in different countries, institutions and
researchers. The rapid advance of science is often difficult to follow up with, in view of
its increasing change. Every day it becomes more difficult to keep up to date with
relevant scientific events. To satisfy the search for the materials, four search terms
were determined: "Lithobates catesbeianus”, in association with the terms "Lithobates
catesbeianus ecotoxicological”, "Lithobates catesbeianus agrotoxic", "Lithobates
catesbeianus micronucleus tests" and, "Lithobates catesbeianus histology" (also using
the term Rana catesbeiana for the three variations). These strings were, inserted in
three databases (Web of Science, Scielo and Scopus) as a way of searching for
academic articles (primary source). After the crude search carried out in the three
databases with the four strings, 1759 scientific articles were, found in open access
journals, which contained in the title one of the search strings. After the first filtering,
which prompts for the presence of one of the strings in the keyword set, we obtained
a total of.247 articles. In this stage, duplicate articles were, rejected, which resulted in
73 articles selected as material to be explored. All these studies used the species
Lithobates catesbeianus (=Rana catesbeiana) as a model for conducting scientific
research in laboratories. The present study aimed to gather these scientific articles
available in the databases explored and was able to present the advantages of using
the species Lithobates catesbeianus (=Rana catesbeiana) as a tool in laboratory tests

and environmental quality monitoring.

Keywords: Lithobates catesbeianus; scientometrics; experimental model species.
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INTRODUCAO

A cienciometria é conhecida como a pesquisa quantitativa da producao
cientifica, iniciada na década de 1960 pela Organizacdo das Nac¢bes Unidas para a
Educacao, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO) e a Organizacao para a Cooperacgao e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE), que desenvolveram metodologias para a
avaliacdo da atividade cientifica e tecnologica (SPINAK, 1998; FIGUEIRA et al., 1999
apud GARRIDO & RODRIGUES, 2005). As metodologias aceitas internacionalmente
estdo descritas nos Manuais de Frascati, de Oslo e de Canberra e sdo as referéncias
classicas para medir os resultados tecnolégicos das pesquisas e desenvolvimentos
(SPINAK, 1998). Alguns indices oriundos da bibliometria, como frequéncia de artigos
e citacOes destes em bases de dados indexadas, além do fator de impacto dos
periodicos onde estes sdo publicados, sdo as ferramentas da cienciometria
(YAMAMOTO et al., 1999).

Anfibios e a Pesquisa Cientifica

Os organismos da classe Amphibia surgiram ha aproximadamente 350 milhdes
de anos e foram os primeiros vertebrados terrestres (ZHANG, 2011). Atualmente,
existe um total de 8,365 espécies descritas de anfibios, que sdo classificados em trés
ordens: Anura (sapos, rés e pererecas), Caudata (salamandras) e Gymnophiona
(cecilias) (ORR, 2000; FROST, 2019).

Muitas espécies de anfibios destacam-se quanto a sua utilizacdo pelos seres
humanos. Um exemplo disto séo as espécies que representam modelos ideais, seja
para estudos médicos como também para a investigacdo herpetologica e de
monitoramento ambiental da qualidade da agua, solo e ar (ROURKE, 2007). A espécie
Bufo bufo (sapo comum europeu) € mais visada para estudos genéticos, devido a
facilidade de monitoramento do seu desenvolvimento, e aqueles em ambientes
naturais (HITCHINGS & BEEBEE, 1998). Aléem disso, os anfibios ja foram utilizados
como controle bioldgico intencional em algumas regiées, o que gerou estudos de
impacto ambiental, como é o caso de Glandirana rugosa no Havai (KLEECK &
HOLLAND, 2018) e Bufo marinus na Australia (SHINE, 2010).

E fundamental ressaltar que diversos fatores podem motivar pesquisas sobre

estratégia no uso de determinada espécie como modelo para experimento em
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laboratorio. Segundo Jaric et al. (2019), ha trés principais categorias determinantes. A
primeira diz respeito as caracteristicas intrinsecas a espécie, como tamanho,
morfologia, comportamento, aspectos reprodutivos, dentre outros. A segunda é a nivel
populacional ou espacial, como abundancia, alcance, risco de extin¢cao e habitat. Ja a
terceira sdo os fatores socioeconémicos, como a presenca ou ndo de valores
ecologicos, culturais ou econdmicos da espécie e se ha potencial ameaca aos seres
humanos (JARIC et al., 2019).

Além disso, Davies et al. (2018) demonstraram que pesquisas com espécies
ameacadas de extincdo podem estar enviesadas pelo interesse da populacdo em
determinados grupos animais (como mamiferos e passaros), enquanto outros (como
peixes, anfibios e répteis) podem receber menor atencdo por ndo ter este apelo
popular.

Em sintese, diversos fatores podem influenciar a pesquisa sobre uma
determinada espécie (FLEMING & BATEMAN, 2016). Uma forma eficiente de
identificar os potenciais que motivam a pesquisa cientifica é a utilizacdo dos métodos
cienciométricos. Deste modo, além de se investigar as tendéncias nas pesquisas
sobre a biodiversidade, é possivel identificar as variaveis geradoras dos vieses e
tomar as medidas propicias para utilizacdo de uma espécie (LIU et al., 2011; STORK
& ASTRIN, 2014).

Lithobates catesbeianus (=Rana catesbeiana) como modelo animal

Modelos experimentais sdo uma representacdo de parte da realidade que visa,
de maneira precisa, mas dentro das suas limitagdes, compreender fenémenos
naturais (FERREIRA et al., 2005). Podem ser desde cultura de células a modelos
animais vivos, 0s quais podem ser utilizados em todos os campos da pesquisa
biolégica (FERREIRA et al., 2005). Os anfibios tém muitos recursos que 0s tornam
bons modelos animais, tais como tolerancias a alteragdes no oxigénio e temperatura,
similaridades aos mamiferos, fisiologia basica e ampla gama de habitats ocupados
(BURGGREN & WARBURTON, 2007). Além disso, sdo componentes criticos de
ambientes aquaticos e terrestres, visto que podem ser influenciados por fatores
antropicos e, em consequéncia, alterar ecossistemas inteiros (HOPKINS, 2007).

Segundo O’Rouke (2007), o género Lithobates (anteriormente denominado

Rana) é um dos mais utilizados como modelo em pesquisas. A espécie Lithobates
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catesbeianus (=Rana catesbeiana) popularmente conhecida como ra touro, € uma
espécie exotica, originaria da América do Norte, e enquadra-se na familia Ranidae,
que agrupa as ras verdadeiras. Essa familia possui ampla distribuicdo mundial, com
cerca de 23 géneros e centenas de espécies, dentre 0s quais destaca-se o género
Lithobates. Este género possui grande importancia em decorréncia de seu emprego
em criacdes comerciais. No Brasil, essa espécie tem interesse econdmico, 0 que
intensifica cada vez mais os estudos do ponto de vista bioldgico e de producao.

A manutencdo e reproducdo de anfibios nativos em laboratérios para fins
académicos ainda é bastante dificultada, jA que se torna necessario desenvolver
habitats compativeis aos naturais, principalmente para estabelecer um modelo
padronizado e um ambiente laboratorial propicio (BUENO-GUIMARAES et al., 2001).
Entretanto, a utilizacdo da ra touro em criacdes comerciais facilita o acesso aos
pesquisadores a essa espécie, podendo ser utilizada em todas as fases de seu
desenvolvimento e durante todo o ano, independente do periodo reprodutivo.

A Lithobates catesbeianus tem sido identificada como espécie com alto
potencial na avaliacdo de efeitos deletérios de aguas contaminadas. Varios autores
utilizam girinos de Lithobates catesbeianus em experimentos de toxicidade e polui¢do
aguatica, devido a sua ampla ocorréncia, facilidade de criacdo e aquisicdo, por tratar-
se de um animal importante na cadeia alimentar, dentre outros fatores (GUIMARAES
et al., 2001; FORDHAN et al., 2001; LOMBARDI et al., 2002; BUENO- FERREIRA et
al., 2004; BOONE et al., 2007; OSSANA et al., 2013). Além disso, essa espécie possui
longo periodo larval, 0 que aumenta a probabilidade de exposi¢cdo a contaminantes
aguaticos, facilitando a ocorréncia de exposicdo mdultipla (BOONE et al., 2001).
Espécies com periodo larval mais curto sdo menos propensas a se exporem
repetidamente a contaminantes aquaticos, de modo que podem néo ser organismos
ideais para experimentos ecotoxicolégicos (BOONE et al., 2001).

A utilizacdo da Lithobates catesbeianus em testes ecotoxicoldgicos é validada,
ainda, pela necessidade de um modelo representante dos anfibios. As espécies
modelos geralmente apresentam caracteristicas peculiares, como facilidade no cultivo
e aclimatacdo em laboratorio, baixo custo de aquisicdo/manutencao, sensibilidade a
concentragfes ambientais relevantes de compostos potencialmente toéxicos e poder
de adaptacdo a diversas condicbes (CHAPMAN, 2002). Essas caracteristicas séo
muitas vezes condizentes com aquelas de espécie invasoras/exéticas (GIOVANELLI
et al., 2008).
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Em vista da grande utilizacdo da espécie Lithobates catesbeianus em
pesquisas experimentais, bem como de todos os fatores descritos acima, que tornam
a especie Lithobates catesbeianus um bom modelo animal, justifica a escolha por
utilizar esta espécie no estudo.

OBJETIVOS

Esta pesquisa tem por objetivo avaliar e descrever os trabalhos que utilizaram
a Lithobates catesbeianus em sinonimia com (=Rana catesbeiana) como animal
modelo que atende todas as caracteristicas morfologias e fisiolégicas que um
bioindicador deve apresentar para testar efeitos de agroquimicos, avaliando as
respostas em diferentes biomarcadores de efeito.

METODOLOGIA

Foi feita uma pesquisa cienciométrica sobre Lithobates catesbeianus (=Rana
catesbeiana) utilizando-se trés bancos de dados: Web of Science, Scopus e Scielo.
As bases foram acessadas por meio da internet utilizando a conexdo VPN
disponibilizada pela UNESP — Universidade Estadual Paulista, aos discentes de Pés
Graduacao. As palavras-chave buscadas (termos de busca) foram o nome da espécie,
“Lithobates catesbeianus”, e sua combinacdo com outras quatro variaveis:
“agrotéxicos”, “efeitos ecotoxicologicos” e “Lithobates catesbeianus histologia”, “teste
de micronucleos”. Os resumos nao foram incorporados ao banco de dados nesta
primeira busca, para evitar superestimacao/sobreposicao de resultados de pesquisa.
A pesquisa de banco de dados ocorreu até dezembro de 2020. Buscou-se artigos
cientificos, teses, dissertacdes, monografias e periddicos, publicados nos ultimos 10
anos, entre 2010 a 2020. Esta revisdo da literatura cientifica foi baseada e nos estudos
de (NABOUT et al., 2012, 2014).

Apo6s uma busca geral realizada nas trés bases de dados, com 0s cinco termos
de busca utilizados, um total de 1.759 artigos cientificos foram disponibilizados, com
pelo menos um dos termos de busca. Os artigos foram selecionados, em uma primeira
filtragem, conforme alguns critérios: que fosse de acesso livre, que apresentassem
algum dos termos de busca no titulo, bem como no conjunto de palavras-chave. Nesta

etapa foram selecionados 247 artigos, dos quais foram excluidos os artigos em
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duplicidade e, posteriormente, seguiram para a segunda etapa da filtragem. Na
segunda filtragem foram selecionados os artigos que apresentaram a aplicacdo da
Lithobates catesbeianus (=Rana catesbeiana) em alguma atividade experimental de
laboratorio, o que foi avaliado mediante a leitura dos resumos de cada um dos artigos
obtidos na primeira selecéo. Finaliza-se a busca com apenas 73 artigos, selecionados
como material a ser explorado (Tabela 1). Os artigos selecionados foram agrupados

conforme as palavras chaves usadas nas bases de dados.

Tabela 1. Base de dados, termos de busca e quantidade de artigos apds aplicacdo de
cada um dos filtros.

Filtro Termos de busca Wos Scopus Scielo Total
1 L. catesbeianus 587 573 599 1759
2 L. catesbeianus e ecotoxicolégicos 552 520 584 1656
3 L. catesbeianus e agrotoxicos 74 67 98 239
4 L. catesbeianus e Micronucleus 70 73 92 235
5 L. catesbeianus e histologia 42 36 38 116
Relevantes, exceto duplicidades 73

Wos — Web of Science. Scielo
Fonte: Autor

RESULTADOS E DISCUSSOES

A fim de facilitar a leitura e anotacdes sobre os estudos selecionados, o0s
trabalhos foram organizados segundo as palavras-chave buscadas. Das 73
publicacbes, em 37% dos estudos constavam o termo de busca “Lithobates
catesbeianus e agrotoxicos”, em 24% “Lithobates catesbeianus e micronucleos”, em
20% “Lithobates catesbeianus e ecotoxicoldgico” e 19% “Lithobates catesbeianus e

hepatotoxico” (Figura 1).
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Termo de Selegéo

20%

Q . . . ]
24% = L. catesbeianus efeito ecotoxicolégico

» L. catesbeianus agrotdxicos
» L. catesbeianus histologia

L. catesbeianus teste de Micronucleos
19%
37%

Figura 1. Distribuicdo dos trabalhos encontrados, segundo as palavras chaves
utilizadas para realizacdo das buscas nas plataformas de dados
Fonte: Autor

Nestes ultimos 10 anos, os trabalhos de pesquisas tém utilizado a espécie
Lithobates catesbeianus (=Rana catesbeiana) como bioindicador no monitoramento
da qualidade ambiental. E possivel notar um crescente aumento dos estudos entre os
anos de 2015-2018, sendo que nos anos seguintes esse numero foi reduzido pela

metade (Figura 2).
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Figura 2. Tendéncia temporal em publicagbes de artigos sobre o uso da Lithobates
catesbeianus (=Rana catesbeiana) como modelo experimental em pesquisas
cientificas entre os anos de 2010 a 2020.

Fonte: Autor
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Os estudos avaliam predominantemente os efeitos de agrotéxicos de diferentes
classes na espécie, destacando-se as pesquisas com agroquimicos (Clomazone,
2,4D, Extrato de Pietro, Abamectina, Atrazine, Glifosato, Dimetilamina, Perimetanol,
Metilsulfuron-metil, Bispiribac sédio, Diuron, Picloran, Boral, Folisuper, Imidacloprid,
cipermetrina, Biocarb, Facet®, quinclorac) com mais de 50% dos resultados, seguidos
de metais pesados, com cerca de 10% (Figura 3). Outras interferéncias também foram
estudadas, sendo 5% com os efluentes industriais, 5% aguas de rios, 5% &guas de
irrigacao, 5% medicamentos, 3% inertes e surfactantes, 3% efluentes hospitalares,
3% fungicidas, 2% nonilfenol, 2% temperatura maxima e minima, 2% CO:2 e 2% algas

e flores.

Material pesquisado

= Agrotoxico

= Nonilfenol

= Medicamentos
Efluentes Industriais

= Temperatura

= Metais pesados

» Di6xido de Carbono

» Fungicidas

m Algas e flores

= Aguas de rios

= Agua de irrigacéo

m Efluentes Hospitalares

= [nertes e surfactantes

Figura 3. Relag&o das principais substancias e estressores ambientais avaliados
em estudos cientificos, utilizando como modelo bioindicador a espécie Lithobates
catesbeianus (=Rana catesbeiana).

Fonte: Autor

As correlacdes entre técnicas, material coletado e resultados analiticos obtidos
em estudos sobre efeitos de agroquimicos, que foram selecionadas para elucidacao

no nosso trabalho estdo demonstrados na Figura 4.
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MATERIAL TESTES E TECNICAS CONTEUDO ANALISADO
COLETADO PARA % APLICADAS Ferritina plasmatica Morfologia oral
ANALISE ’
Sangue 13,04 Microntcleos Variagado hormonal e imunoldgica Condigao de dentigao
MN 10,87 T t Maxi i Pigmentagao da base
Moifologia 13,04 PAS, Azul emperatura, Maxima e minima i i
Bioquimica 19,57 Morfometri Melanomacréfago Influéncias no cérebro
Genetico 2,17 CRomeie o )
Histologia 10,87 - Nanoparticulas de agrotoxicos Nivsixnennels & slevacosde
Figado 15,22 Agregaggo coz2
Inte_stino 2,17 Kicrocosmos Tecido ovariano Pigmentagao
Er\2|mas 2,47 Anormalidades nucleares em BESaIcAaTaL
Pigmentagao 4,35 Espectrofotometria eritrocitos P
Cerebro 2,17 E 5 | Bi tri
Rins 2,17 Células melanomacrofégicas N fometria
Branquias 2,17 Gonadas e sangue Cloaca Bucal

Figura 4. Correlacdo das principais técnicas aplicadas em relacdo ao material
coletado e os conteudos analisados nos artigos publicados e selecionados para esta
pesquisa.

Fonte: Autor

Dentre os 73 artigos avaliados, a maior parte avaliou os efeitos de agroquimicos
em diferentes parametros, utilizaram em suas pesquisas a espécie Lithobates
catesbeianus (Rana catesbeiana). As substancias estudadas sao herbicidas, como
DMA ®, glifosato e atrazina, (DORNELLES & OLIVEIRA, 2013; OLIVEIRA et al., 2016;
RISSOLI et al., 2016; COLTRO et al., 2017; RIOS et al, 2017; MESAK et al., 2018;
FREITAS et al., 2019; MOREIRA et al., 2019; WILKENS et al., 2019), fungicidas
(ARAUJO et al., 2014), inseticidas, como piretroides e a abamectina (VASCONCELOS
et al., 2016; MONTALVAO & MALAFAIA, 2017; VASCONCELOS et al., 2017;
AMARAL et al., 2018b; OLIVEIRA et al., 2019) ou estudos em areas de conhecida
atividade de agricultura (THIBODEAU et al., 2012). Os parametros avaliados variam
desde aspectos bioquimicos, como andlises enzimaticas (THIBODEAU et al., 2012;
DORNELLES & OLIVEIRA, 2013; FRANCAS et al., 2015; COLTRO et al., 2017;
WILKENS et al., 2019), até avaliacdes comportamentais (ARAUJO et al., 2014;
VASCONCELOS et al., 2016).

Alguns dos estudos avaliados mostram que herbicidas como quinclorac, Boral,
glifosato e atrazina podem gerar estresse oxidativo, principalmente (mas nao apenas)
no figado, o que estimula a acdo de enzimas antioxidantes (DORNELLES &
OLIVEIRA, 2013; COLTRO et al. 2017; WILKENS et al., 2019). Essas enzimas podem
auxiliar o organismo a retomar a homeostase oxidativa (COLTRO et al.,, 2017,
WILKENS et al.,, 2019), porém, dependendo das condi¢cdes e da toxicidade do
composto, alguns efeitos como a peroxidacdo lipidica pode continuar aumentada
mesmo apos a acao das enzimas (DORNELLES & OLIVEIRA, 2013). Thibodeau et al.
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(2012) demonstraram, ainda, que Lithobates catesbeianus coletadas em areas de alta
atividade de agricultura apresentam maiores taxas de oxidacao do acido retingico (em
comparagao com areas de menor atividade), o que pode estar relacionado com efeitos
teratogénicos.

Estudos demonstrando genotoxicidade ou mutagenicidade de agroquimicos
também foram comuns no levantamento realizado. Maiores taxas de anormalidades
nucleares e/ou danos ao DNA de eritrocitos foram observadas em animais expostos
a abamectina (MONTALVAO & MALAFAIA, 2017; AMARAL et al., 2018b;), ao 2,4 D
(MESAK et al., 2018) e ao extrato de piretro (OLIVEIRA et al., 2019). Respostas de
ordem imunolégica também podem ser desencadeadas por pesticidas, como o
aumento dos leucocitos no sangue (OLIVEIRA et al., 2019) e aumento dos centros de
melanomacréfagos e eosinofilos no figado, acompanhado de lipidose (OLIVEIRA et
al., 2016). Dois métodos diferentes para avaliar residuos de a-cipermetrina e seus
principais metabdlitos em Rana catesbeiana, foram observados com a exposicédo ao
risco de afetar negativamente o tecido dos anfibios, e interromper a sinalizacédo de TH
ou induzir o estresse celular é baixo (YAO et al., 2017).

Os demais estudos com agrotéxicos demonstram efeitos na morfologia e/ou
fisiologia da rd touro, e no seu comportamento. A abamectina e o 2,4D causam
prolongamento do periodo de desenvolvimento dos girinos, além de, respectivamente
alterar sua morfologia bucal e reduzir a taxa respiratéria (VASCONCELOS et al., 2017,
FREITAS et al., 2019). O sistema respiratério também é afetado por herbicidas a base
de glifosato, visto que causam alteracbes na morfologia da pele dos animais,
importante 6rgdo para as trocas gasosas (RISSOLI et al., 2016; FREITAS et al., 2019).
Ja em relacdo aos aspectos comportamentais, alguns estudos demonstraram reducéo
da capacidade natatéria dos girinos e, ainda, a capacidade de reconhecer e evitar
ambientes contaminados com determinados agrotoxicos (ARAUJO et al., 2014;
VASCONCELOS et al., 2016; FREITAS et al., 2019; MOREIRA et al., 2019).

Alguns dos estudos avaliados mostram genotoxicidade causada por ions de
metais pesados como, cobre, zinco, cadmio, litio e selénio, com alteragbes no
metabolismo normal podendo gerar estresse oxidativo, principalmente no figado, rim
e musculos o que estimula a acdo de enzimas antioxidantes (NOGUEIRA et al., 2017,
MONTEIRO et al., 2018; CHAGAS et al., 2020; CARVALHO et al., 2020; VIDAL et al.,
2021), além de danos no DNA eritrocito (OSSANA & SALIBIAN, 2013; OSSANA et al.,
2013; VERONEZ et al., 2016; BOIARSKI et al., 2020).
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Lee et al (2010); Hammond et al, (2013); Flynn et al (2019), realizaram estudos
com a Rana catesbeiana para avaliar os efeitos de nanoparticulas diéxido de titanium,
Cadmium, perfluoroalkyl usados em fabricacdo de produtos alimenticios,
medicamentos, incluindo cosmeéticos, roupas, e eletrodomésticos, por apresentar
riscos a saude de humanos e animais selvagens comprometendo a tireoide,
hormdnios, metabolismo e metamorfose em anuros.

Os trabalhos mostraram que substéncias quimicas presentes nas aguas
contaminadas de rios e corregos, ocasionadas por residuos industriais, urbanos,
hospitalares e farmacos provocam alteracées nos parametros bioquimicos devido as
reacoes metabolicas alterando as atividades enziméticas, com potencial de gerar
efeitos teratogénicos, genotoxicidade ou mutagenicidade em girinos e adultos
Lithobates catesbeianus (=Rana catesbeiana) (OSSANA et al., 2010; DAVIS et al.,
2010; CABANA & FERNANDEZ, 2010; KNOOP et al., 2011; MERCANTE et al., 2014;
LING et al., 2014; VELDHOEN et al., 2014; PEREIRA et al., 2015; VERONEZ et al.,
2016; AMARAL et al., 2018; MONTEIRO et al., 2018; ARAUJO et al., 2019; BOIARSKI
et al., 2020; OSSANA et al., 2020; LIN et al., 2020; TITON, et al., 2021), toxinas HAB,
(OSSANA & SALIBIAN, 2013; SU et al., 2020;), EDCs (SCAIA et al., 2019) até
avaliacdes de mudancas climaticas e os possiveis efeitos sobre os anfibios e habitats
e a conservacao da vida selvagem (SANABRIA et al., 2011; FULLER et al, 2011,
JANCOWSKI et al., 2013; KAMOROFF et al., 2019; JOHOVIC et al., 2020; GUEVARA-
MOLINA et al., 2020).

Ishihara et al., (2019) e Guevara-Molina et al., (2020) avaliaram estressores
ambientais severos, como baixas temperaturas e 0s mecanismos epigenéticos que
podem modificar as histonas no figado de girinos de Lithobates catesbeianus
aclimatado a baixa temperatura. Observou-se que girinos de Lithobates catesbeianus
tém diferentes mecanismos epigenéticos quando em comparacdo com os de outros
organismos, como répteis e mamiferos. Dentre as pesquisas, diferentes parametros
da Lithobates catesbeianus foram avaliados, como bioquimicos, horménios da tiroide,
metamorfose, expressao genéticas, sistema biologicos (MOCHIZUKI et al., 2012;
JACKMAN et al., 2018; LUEHR et al., 2018; WANG et al., 2021; QUEIROZ et al.,
2021). Wang et al.,, (2021) utilizaram bioengenharia de tecidos em compostos
bioativos em Lithobates catesbeianus, e concluiram que apresentaram excelentes
propriedades osteocondutivas, como indicador em compostos bioativos. Luehr et al,

(2018) aplicaram a Espectrometria de imagem para avaliar as transicées nos perfis
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metabdlicos durante a metamorfose que envolve a transformacdo de um girino
aguatico em um sapo juvenil.

Jackman et al, (2018) e Queiroz et al., (2021) usaram repertorio genético, a
mioglobina e globina de Rana catesbeiana para avaliar a retencao e perda dos genes.
Concluiram que o repertorio de genes em anfibios é ditado pela ascenséao de um novo
evento anterior de transposicéo. Mochizuki et al., (2012) usando PCR em tempo real,
investigaram o perfil de expressdo genética no figado de girinos Rana catesbeiana
controlada pelo horménio da tireoide podendo ser bloqueada pela exposi¢éo ao frio.
Abbott et al., (2021) usou Rana catesbeiana, como um modelo sensivel e
ambientalmente apropriado para testar TH e sua interrupcdo na auséncia e presenca
de tiroxina (T4), hormdnio que induz a metamorfose, e encontrou evidéncias de sua
modulacdo causada por sucralose, esses dados mostraram atividades xenobioticas e
perturbacao da tireoide em anfibios.

Estudos avaliados mostram que os herbicidas Tebuthiuron e 2,4-D, podem
gerar alteracdes bioquimicas, fisioldgicas e stress oxidativo, principalmente (mas néo
apenas) no figado, o que estimula a acdo de atividades enziméaticas, frequéncia de
anormalidades, nucleares e peroxidacao lipidica e processo inflamatorio em girino de
Lithobates catesbeianus (VIRIATO et al., 2021; GROTT et al., 2021). Respostas de
ordem imunoldgica podem ser desencadeadas, o aumento dos leucocitos no sangue,
diminuicdo dos niveis de plasma, melatonina e testosterona, fagocitose leucécitose
induzida pela injecdo de LPS intraperitoneal (2 mg/kg) em machos adultos de
Lithobates catesbeianus (FIGUEIREDO et al., 2021).

Efeitos citotoxicos, morfolégicos, imunolégicos e metabdlicos, promoveram o
alargamento dos sinusoides hepaticos e a vacuolizacdo dentre outras alteracfes
bioquimicas além alteracdes no figado que prejudicam a homeostase e a saude dos
girinos Lithobates catesbeianus, apés a exposicdo a sulfonato alquilbenzene
(BELUSSI et al.,, 2021). O uso do acido guanidinoacético (GAA) e betaine na
suplantacao nao fez melhorar a utilizacdo de metionina para Lithobates catesbeianus
(LIN et al., 2021).

Alteracbes metabdlicas, imunolégicas e histopatologicas causadas por
agrotoxicos presentes na 4gua, chamam a atencdo para efeitos subletais
desencadeados pela presenca de contaminantes no ambiente aquatico utilizando

modelos de nicho ecoldgico, para avaliar problemas como efeitos das mudancas
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climaticas e espécies invasoras (VIDAL et al., 2021; FERNANDES et al., 2021; LOW
et al., 2021).

Zhang et al., (2021) observaram que Ghrelin e motilina causaram alteracdes
no estdmago e intestino superior de trés espécies de sapos usados em sua pesquisa:
Lithobates catesbeiana e Xenopus tropicalis, Pelophylax nigromaculata.

Ressalta-se que a fase larval foi a mais utilizada nos estudos avaliados (Figura
5). Um apelo é relatado aos contaminantes ambientais, que quando liberados para o
meio ambiente, naturalmente ou por causa de atividades humanas, podem contaminar
habitats aquaticos, ameacando populacdes de anfibios que dependem desses
ambientes para sua sobrevivéncia, especialmente 0s girinos, que passam todo seu
periodo de desenvolvimento submersos.

Os resultados das correlagdes entre os trabalhos pesquisados trazem um
destaque importante, visto que toda gama de elementos quimicos inorganicos (metais,
nao-metais e minerais) fazem parte da composicdo quimica dos pesticidas, tintas,
insumos agricolas, industriais e urbanos, em geral como substancias coadjuvantes
inertes, estando presentes em altas concentragbes nos efluentes industriais e

urbanos.

Idade dos animais

Ambos
33%
Girino
52%
Adulto
15%

m Girino = Adulto = Ambos

Figura 5. Estagio dos animais utilizados nos trabalhos publicados em artigos
gue foram selecionados para esta pesquisa.
Fonte: Autor
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PERSPECTIVAS FUTURAS

As expectativas futuras para utilizacdo desta espécie Lithobates catesbeianus
(=Rana catesbeiana) em pesquisas cientificas é bastante promissora, visto que se
mostra um importante modelo animal para auxiliar nas determinacbes de
concentracéo segura de substancias a serem langcadas no ambiente.

Além dos fatores ja citados anteriormente, como facilidade de obtencéo,
tamanho, longo periodo de desenvolvimento, entre outros, esta cienciometria
demonstrou que os trabalhos experimentais realizados com a espécie nos ultimos
anos tém gerado bons resultados, sendo de grande importancia especialmente na
area da ecotoxicologia.

Nesse caso, € importante também o uso de biomarcadores, que sdo maneiras
de medir a interacdo entre organismos bioldgicos e agentes ambientais, o que fornece
meios efetivos para prevencéo, vigilancia e alerta, a fim de avaliar a qualidade da agua
e meio ambiente (BLAISE & GAGNE, 2009).
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the genotoxic and morphological systemic effects
of both an acute and a chronic exposure of bullfrog tadpoles to Fipronil. Lithobates
catesbeianus tadpoles had morphological biomarkers (skin, liver and blood) analyzed
at Gosner stages 36-38, when exposed to four different concentrations of Regent® 800
WG (80% Fipronil): 0.00 (control), 0.04, 0.08, 0.4 mg/L; and four experimental times:
4, 8,12, and 16 days. Body darkness responded directly to the treatment and exposure
time. There was a treatment-dependent decrease in darkness of heads and tails. In
relation to the biometric analysis, Fipronil induced a decrease in the individual weight
and liver mass at the end of the experiments, whereas the hepatosomatic index did
not vary according to the treatment. For the exposed animals and for the control group,
the area of hepatic melanin increased as exposure time increased. Fipronil has
genotoxic effects on L. catesbeianus tadpoles even after short exposure times (e.g., 4
and 8 days), and the main nuclear abnormality is in the anucleate cells. A relevant
correlation was observed between genotoxic biomarkers and cutaneous and internal
melanin. The frequency of nuclear abnormalities is inversely correlated both with the
hepatic melanin area and with the cutaneous melanin of animals. Fipronil has distinct
systemic effects on tadpoles based on its concentration, as well as on its exposure
time. Such alterations (pigmentation level and rate of erythrocyte abnormality) result in
morphological and physiological effects, which may compromise the behavior and

survival of the anurans.

Keywords: Biomarkers, Body Darkness, Genotoxicity, Melanin, Melanomacrophages,

Nuclear Abnormalities
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Introduction

In the last ten years, Brazil has become the biggest toxic agrochemicals market
in the world, corresponding to a 190% increase in the national market (Lopes 2018;
Anvisa 2019; MMA, 2019). The increase in the use of such chemical substances
results in water resource contamination (Thompson et al. 2007; Ribeiro et al. 2013)
and may affect natural ecosystems (Konstantinou et al. 2006; Hildebrant et al. 2008;
Foit et al. 2010) along with the non-target species which live in these habitats (Mann
et al. 2009).

Fipronil (C12H4Cl2FsN4OS) is a new generation insecticide known worldwide
(Roberts and Reigart 2013); besides being used in agriculture, it is a veterinary
medication for the control of pests, parasites, and larvae (Zhao and Salgado 2010;
Amaral 2012). Fipronil is responsible for causing endocrine disruption (Silva et al.
2011), thus it is classified as carcinogenic for humans (Fent 2014). It also causes
genotoxicity (Tomiazzi et al. 2018), hepatotoxicity (Ferreira et al. 2012), reproductive
toxicity (Josende et al. 2015), behavioral, immunological, and mortality alterations
(Pochini and Hoverman 2017). Amongst the products in which Fipronil is the active
ingredient, one of which, Regent 800 WG, is classed as a highly toxic — red label
(Anvisa 2019). It acts by means of contact or ingestion and is, delivered by land or air
(Agrofit 2020). Thus, it may be transported and found in aquatic environments, where
it, causes great damage to the local biota, (Albuquergque et al. 2016; Bernabo et al.
2016). Simon-Delso et al. (2015) summarized some reasons for the success of
systemic insecticides (Fipronil and neonicotinoids) based on the similarities of their
properties, e.g., toxicity and physicochemical profiles and also reviewed their trends,
uses, mode of action and its metabolites, in addition to documenting their share of the
global market in the last 25 years. In amphibians, Fipronil may spread once or twice
faster than in mammals (Wagner et al. 2016) and its effects in anurans are related to
enzymatic alterations (Reynaud et al. 2012; Gripp et al. 2017) and metamorphosis time
(Boscolo et al. 2017).

Experiments regarding the concentrations of Fipronil in aquatic environments
are lacking, mainly in the ponds that serve as a transient environment for amphibians
that live close to the cultivation areas, especially during application periods. These
concentrations in a realistic condition may be higher than those that have been,

described for freshwater rivers. However, according to de Toffoli et al. (2015), in the
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soil close to agricultural areas of Northwest Brazil, environmentally relevant
concentrations of Fipronil, Fipronil sulfone and Fipronil sulfide are present, ranging
from 35 to 180 pg/kg, which is very close to the concentration in the water used in our
experimental protocols.

The acute toxicity for pesticides on aquatic organisms can be, measured by
establishing the LC50 or the concentration in water (e.g. mg/L) which is toxic to the
test organisms. According to a review of the effects of Fipronil on vertebrate wildlife
(Gibbons et al. 2015), there is a marked variation among vertebrate’s taxa and different
systemic insecticides in acute toxicity. In that study, neonicotinoid and Fipronil
insecticides could exert their impact on vertebrates either, directly, through their overt
toxicity, or indirectly, for example by reducing their food supply. For amphibians no
Fipronil toxicity experiments have been reported, however for some fish the toxicity of
Fipronil varies according to species, with lethal concentrations (LC50) ranging from:
0.042 mg/L in Oreochromis niloticus (African tilapia) to 0.43 mg/L in Cyprinus carpio
(European carp; Qureshi et al. 2016). The LC50 in Rhamdia quelen (silver catfish) is
0.81 mg/L at 48 h of study (Fredianelli et al. 2019).

Anurans are biomarkers of the environment quality, since they have a quick
response to environmental stress; therefore, they are vulnerable to terrestrial and
aguatic contamination (Brodeur and Candioti 2017). Their organs and internal
membranes contain melanin (Franco-Belussi et al. 2016) — an endogenously extracted
polymer (Céssarini 1996) which absorbs and neutralizes free radicals and other
potentially toxic agents derived from the cellular catabolism (Zuasti et al. 1989; Agius
and Roberts 2003). In the skin, melanin is the first barrier against UV radiation
(Montagna and Carlisle 1991), and enables the adaptive interaction of animals and the
environment (e.g., camouflage, cryptic coloration) (Aspengren et al. 2009; Skold et al.
2016). Researchers have found evidence of internal melanin alterations and skin
coloration due to environmental contaminants (Franco-Belussi et al. 2018; Pérez-
Iglesias et al. 2019; Scaia et al. 2019); these are co-related to genotoxic effects
(Franco-Belussi et al. 2018), which show that aquatic contaminants may cause
damage to the adaptive capacity of animals to their environment.

Melanomacrophages (MMs) are cells, which are present in the haematopoietic
organs of fish and anurans. Such cells, with a phagocytic activity similar to that of
macrophages (Agius 1980), contain melanin and substances of the cellular catabolism,

such as haemosiderin and lipofuscin (Agius and Roberts 2003). MMs are
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morphological biomarkers of effects and are used as tools to evaluate the effects of
contaminants e.g., glyphosate (Pérez-Iglesias et al. 2016; Bach et al. 2018; Pérez-
Iglesias et al. 2019) , benzo[a]pyrene (Fanali et al. 2017; 2018), flutamide (Gregorio
et al. 2016). Pyrethroid, (Oliveira et al. 2016), carbaryl (Cakici 2015), as well as sexual
steroid hormones (Zieri et al. 2015). Hence, these cells are important in order to detect
tissue alterations as a result, of possible xenobiotics present in the environment.
However, there are few studies that, evaluate the role of these cells in tadpoles and
there are no reports on the possible effects that Fipronil may have on them.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the systemic effects of
both acute and chronic exposure of bullfrog tadpoles to Fipronil. In order to do so,
morphological biomarkers such as morphological nuclear alterations in erythrocytes
were, examined, in addition to histological analyses of the liver and animal coloration.
Moreover, a comparative approach was used regarding genotoxic responses, by
assaying the melanin present both in,the liver and, the skin of the animal, in order to

test the hypothesis that it plays a role in protecting tissues (De Oliveira et al. 2017).

Materials and Methods

Animal Sampling and Experimental Design.

In total, 128 Lithobates catesbeianus (Shaw 1802) tadpoles were studied, at
Gosner stages 36-38; they were obtained from UNESP’s Centro de Aquicultura
(CAUNESP) in Jaboticabal, Sdo Paulo, Brazil. Animals were kept in aquaria containing
1 L water/animal, with constant aeration, controlled temperature (27.0 = 1°C), and
natural photoperiod (~ 12h light: 12h dark). Animals were fed with a protein meal every
day for 7 days before experiments began.

After that acclimatation period, animals were randomly rearranged in 32 aquaria
with 4 specimens in each tank; the proposed population density was 1 animal per liter
of water. The specimens were exposed to four different concentrations of Regent® 800
WG (80% Fipronil): 0.00 (control), 0.04, 0.08, 0.4 mg/L; and four periods of exposure:
4, 8,12, and 16 days. These concentrations are in accordance with Toffoli et al. (2015)
agricultural soil of Northwest of Brazil (i.e. 35 to 180 ug/kg). Each group was analyzed
in duplicate, with a total of N=8/concentration/time. The water was totally renewed
every 48 hours with the replacement of compound concentrations in the treated

groups. These animals were, also fed every 48 hours.
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After the experimental periods, animals were photographed and then
euthanized with benzocaine (10 g/L). Their blood was sampled through cardiac
puncture with a heparinized syringe and needles for the obtainment of blood
extensions. Subsequently, animals were desiccated and had their livers removed. All
manipulation and care of animals followed the NIH Guide for Care and Use of
Laboratory Animals; all procedures were previously approved by the. Ethical
Committee and Animal, Experimentation from IBILCE/UNESP (CEUA 199/2018).

Biometric Analyses

Following the 7-day acclimatization period, an exploratory analysis of the
biomass that composed each replicate was conducted immediately before the
beginning of the experiments. The biomass behavior was evaluated for each subgroup
(control and treated), both before and after the experiments, aiming to observe possible
sub-lethal alterations of anatomic or developmental character. Animals were weighed
on an analytical balance with, 0.001 g precision and measured with a pachymeter (0.01
mm) the livers were also weighed. Based on this data, it was possible to calculate the

hepatosomatic index (HSI = liver weight (g)/animal weight (g)*100).

Body Darkness Analyses

In order to quantify body darkness, we used Photoshop® to standardize the
area measured. Landmarks were used to standardize measurements in each animal
(Franco-Belussi et al. 2018). All image analyses were performed in accordance with
Svensson et al. (2005). The digital images were converted to CIE L*a*b*, which
consisted of three parameters: L* (lightness) represents the relative lightness ranging
from total black to total white; a* (redness) represents the balance between red and
green; and b* (yellowness) represents the balance between yellow and blue.
Afterwards, the following formula was, used: 100 - (100 x L*/255), considering the

relative area of L* (Svensson et al. 2005; Franco-Belussi et al. 2018).

Hepatic Melanin

The liver was, fixed in Methacarn (60% methanol, 30% chloroform and 10%
acetic acid) for 3 hours, then dehydrated and immersed in historesin (Leica). Cuts of 2
um were stained in hematoxylin-eosin and photographed in a microscope coupled to

the image capturing system (Leica DM4B). The melanin area present in the liver,
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measured through the ImagePro-plus 6.0 software by using a differential staining
technique (Santos et al., 2014). In order to do so, 25 photomicrographs were used for

each animal.

Nuclear Abnormalities in Erythrocytes

Blood smears were stained with Giemsa 7.5% for 15 min and subsequently
washed in running water. Following this, 1000 erythrocytes were analyzed for each
animal through a light microscope (Leica DM4000). The nuclear abnormalities were,

evaluated according to Franco-Belussi et al. (2016).

Statistical Analysis

In order to model the ratio of nuclear abnormalities, a Generalized Linear Model
(GLM) was built with a binomial distribution and a log link function, including treatment
and time of exposure; each one containing a categorical predictor with 4 levels, in
addition to their interactions. We tested our model assumptions by using diagnostic
plots though the R (Team Core, 2016) package sjplot (Ludecke 2016). Residuals had
homogeneity of variance and normal distribution.

In order to model the darkness (response variables), a Generalized Linear Mixed-
Effects Models (GLMM) with beta distribution was fitted, including treatment and time
as categorical predictor variables with four levels each, along with their interactions
(Franco-Belussi et al. 2018). In order to model the area of hepatic melanin, a GLMM
was used but, instead, with a gaussian distribution.

Pearson correlation was, used in order to test for a correlation between the ratio of
nuclear abnormalities and body darkness. In addition, nuclear abnormalities were
tested with hepatic melanin. All analyses were conducted through R v. 3.4.0 (R Core
Team 2017).

Results

Biometrics
Table 1 contains the assayed biometric variables. No anatomical alteration was
verified qualitatively. The 16-day group had an increase in biomass, compared to their

biomass at the beginning of the experiment (P < 0.001; Table S1).
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Variaveis biométricas

Peso

Tempo Tratamento Peso Comprimento

(dias) (mg/L) @) SD (cm) SD qu(léi)do SD HSI
0.00 155 0.26 5.74 0.39  0.050 0.01 3.34
0.04 1.05* 0.21 5.292 0.60 0.028** 0.006 2.682
4 0.08 1.18 0.49 5.32 0.94 0.033* 0.02 2.88
0.40 1.292¢ 0.23 5.562 0.21  0.050 0.01 3.87°
0.00 1.43 0.25 5.70 0.40  0.046 0.01 3.25
0.04 1.31 0.27 5.442 0.40 0.045° 0.006 3.54°
8 0.08 150 0.22 5.68 0.35 0.048 0.006 3.25
0.40 1.662 0.38 5.952 0.48  0.049 0.01 2.95P
0.00 1.68 0.35 6.04 0.68  0.052 0.02 3.09
0.04 150 0.61 5.902 0.93  0.042 0.02 2.49b
12 0.08 1.60 0.33 5.88 0.70  0.042 0.01 2.63
0.40 2.15» 0.22 6.67° 0.46  0.066  0.007 3.09°
0.00 1.86 0.44 6.41 0.60  0.051 0.02 2.68
0.04 1.72 0.52 6.34b 0.79 0.044> 0.01 2.64°
16 0.08 1.64 0.27 6.04 0.30 0.044 0.007 2.79
0.40 1.55¢ 0.24 6.022 0.21 0.040 0.006 2.62°

Table 1: Biometric Variables. Different letters indicate differences between the same treatments at
different exposure times. (*) Represents differences between control and treatment at the same
exposure time. (#) Represents differences between the initial and final biomass at the same time and
treatment. (p < 0.05). HSI - Hepatosomatic Index. Mean + SE.

Font: Author

By assaying the individual’s variables, Fipronil was observed to cause a
decrease in the individual weight in 4-days of 0.04 mg/L (P = 0.03; Table S2) and liver
mass in 4-days of 0.04 mg/L and 0.08 mg/L treatments (P < 0.05; Table S3). Although
the treatments decreased liver weight, the hepatosomatic index (HSI) did not vary
according to the treatment (Table S4). Similarly, total length did not vary among control
and treatment groups (Table S5). All biometrics variables result in significant
differences in at least one experimental time (Tables 1; S1-S5) showing the effects of

time of exposure.

Body Darkness
The color of L. catesbeianus tadpoles responds directly to the treatment and
exposure time. There was a decrease in the darkness of heads and tails, thus

indicating it is both time and treatment dependent (Figure 1).
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Figure 1: (A) L. catesbeianus tadpoles exposed to Fipronil at a concentration of 0.00
(control group) after four days of exposure. (B) L. catesbeianus tadpoles exposed to
Fipronil at a concentration of 0.04 mg/L after 16 days of exposure.

Font: Author

The head pigmentation at initial times (i.e. 4 and 8 days) decreased at the lowest
concentration (0.04 mg/L; Figure 2; Table S6); such response persisted during the
other times. The tail darkness decreased in 8-days, only at the 0.08 mg/L
concentration, whereas for 12 and 16 days there was a decrease in pigmentation at
the lowest concentration (0.04 mg/L; Figures 1, 2; Table S7).

Hepatic Melanin

The area of hepatic melanin increased as exposure time increased in all

treatments, including in the control group (Figure 3; Table S8).
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Figure 2: Head and tail darkening percentage. Different letters indicate differences
between the same treatments at different exposure times. (*) Represents differences
between control and treatment at the same exposure time (p < 0.05). Data is, provided
as the Mean + SE.

Font: Author
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For the exposed animals, hepatic melanin decreased at a 0.04 mg/L
concentration of Fipronil after 4 days of exposure (P = 0.0001; Table S8); however,
after 8 days at the same concentration, there was a substantial increase (P = 0.0009;
Table S8), which indicates an acute response to the treatment. For the other exposure
times, only 12 days had a treatment effect, i.e. there was an increase in hepatic
pigmentation at 0.08 mg/L concentration, thus suggesting a chronic effect of such

concentration (P < 0.0001; Figure 4; Table S8).
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Figure 3. Histology of the hepatic tissue showing hepatic melanin (circles). HE — 25
pgm.
Font: Author

By considering the effects of time and treatment together, it is noteworthy that
after 16 days of exposure all concentrations led to the same response (Figure 4; Table

s8).

Nuclear Abnormalities
Fipronil presents genotoxic effects on L. catesbeianus tadpoles in short
exposure times (e.g., 4 and 8 days) (P < 0.05; Figure 5, 6; Table S9). That may be due
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to the facts that in tadpoles the erythrocyte replacement rate tends to be higher at initial
developmental stages. The main nuclear abnormality observed was that of anucleate

cells (Figure 4).

-
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Figure 4: Nuclear Abnormalities. (A) Normal erythrocyte (arrow) and anucleate
erythrocyte. (B) Micronucleus. (C) Segmented nucleus. (D) Binucleated erythrocyte.
Font: Author

At the 4-day exposure time, it was possible to observe an increase in the nuclear
abnormalities in animals exposed to 0.04 and 0.08 mg/L Fipronil (P < 0.0001; Table
S9); when the time was 8 days, the increase was observeds in all the exposed animals
(P < 0.005; Figure 5; Table S9).
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Figure 5: Total nuclear abnormalities. Different letters indicate differences between
the same treatments at different exposure times. (*) Represents differences between
control and treatment at the same exposure time (p < 0.05). Mean * SE.
Font: Author

For 16 days exposure, the increase in nuclear abnormality frequency was
observeds at the concentrations of 0.08 and 0.4 mg/L (P < 0.01; Figure 6; Table S9)

showing a dependency of time and treatment.

Compared Analysis between Nuclear Abnormalities and Melanin

Although significant, the frequency of nuclear abnormalities is weakly correlated
with both hepatic melanin area (r = - 0.23; P = 0.03), and cutaneous melanin (r = - 0.22;
P =0.04).
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Discussion

Exposure to the commercial insecticide Regent® 800 wg caused a decrease in
the individual’s weight (4 days — 0.04 mg/L) and liver mass (4 days — 0.04, 0.08 mg/L),
whereas the total length and hepatosomatic index did not suffer significant effects
when comparing control and treatment groups. Physalaemus nattereri tadpoles
exposed to the same insecticide (0.5-1.5 mg/L) had an accelerated development
(Boscolo et al. 2017), which may result in individuals with a lower mass (Cauble and
Wagner 2005) and size (Denver and Crespi 2006). Similar results have been
observeds for the insecticide Endosulfan, which caused a weight decrease in Bufo bufo
(Brunelli et al. 2009). In turn, the insecticides Carbaryl, Malathion and Permethrin have
led to an increase in the mass of Bufo americanus and Rana clamitans; moreover,
there was a developmental delay (Boone 2008), which was alsos observed for
Endosulfan (Brunelli et al. 2009).

Even though there were effects regarding the biometric parameters of L.
catesbeianus, those responses were occasional, nonlinear and they may be relateds
to the intrinsic properties of each animal, which have then culminated in body weight
and liver mass reduction. Considering that there was no mortality and that animals
after 16 days had biomass gain (Table 1), we assume that a normal development of
the tadpoles occurred. However, other effects at morphological and cellular levels were
observeds in this study.

Fipronil caused the agglomeration of melanin granules, which decreased the
skin pigmentation of the head and tail of L. catesbeianus. The dispersion of granules,
which led to a darkening of the body, was observed for tadpoles exposed to different
contaminants, such as insecticides (Pandey and Tomar 1985), herbicides (Pérez-
Iglesias et al. 2019) and endocrine disruptors (Scaia et al. 2019). Fish exposed to
nitrate/phenol/hexachlorocyclohexane had decreased pigmentation (Daiwile et al.
2015). This difference may be explaineds due to the mechanism of action of the
compounds and the physiological responses of each species. Another determining
factor in the response of chromatophores is the exposure time. Fish treated with
arsenic suffered an initial reduction in their pigmentation (i.e. 7-60 days of exposure),
followed by an increase during longer periods (i.e. 90 days), suggesting a physiological
adaptation mechanism of melanophores (Allen et al. 2004). Therefore, pigmentation is

an important biomarker and once conserved within the various animal groups, can
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provide an intrinsic characteristic to their cells and/or melanin. The conservation of
pigmentation has been reported for some amphibian taxa. (Provete et al. 2012).

Hepatic melanin was also responsive to Fipronil exposure, with a decrease after
4 days and subsequent increase after 8 and 12 days. Hence, time is a relevant factor,
because the same concentration (0.04 mg/L) resulted in an inverse response as days
advanced. Alterations in this hepatic pigment occur as a response to different chemical
compounds and to contrasting land use patterns, i.e. agriculture activities (Franco-
Belussi et al. 2020); in which there may be an increase (Pérez-lglesias et al. 2016; De
Oliveira et al. 2017; Pérez-lglesias et al. 2019) or a decrease (Regnault et al. 2014;
Fanali et al. 2017; 2018). MMs are associated with detoxifying pollutants (Pérez-
Iglesias et al. 2016) and neutralizing free radicals (Agius and Roberts 2003; Barni et
al. 1999); hence, the decrease in melanin may be an initial stress caused by Fipronil,
whereas the increase may be a physiological adaptation of the cell - trying to
reestablish the normal condition of the organ. This fact is, corroborated by the 16-day
group, which did not present any significant difference in the melanin area.

Blood cells reflect all the physical and chemical alterations in organisms, which
are exposeds to insecticides and pesticides (Ambali et al. 2011). The L. catesbeianus
tadpoles exposed to Fipronil had an increase in the total rate of nuclear abnormalities
after 4 (0.04 - 0.08 mg/L), 8 (0.04 - 0.08 - 0.4 mg/L), and 16 days (0.08 - 0.4 mg/L).
Some studies also evaluated the systemic effects of both an acute and a chronic
exposure of aquatic vertebrates to Fipronil. In the experiment carried out by Ghisi et
al. (2011) in the catfish (Rhamdia quelen), the results suggest that only the highest
concentrations of Fipronil cause damage in erythrocytes, but none of the
concentrations (0.05 - 0.23 ug/L) were sufficient to alter the DNA or the morphology of
the gill cells. The authors suggest the need for studies using higher concentrations,
other exposure times and other tissues. Further studies in carp fish (Cyprinus carpio)
exposed for 96 h to sub-lethal concentrations of Fipronil (400 pg/L) reported
morphological injuries (Qureshi et al. 2016). These injuries in carp fish included
erythrocyte  abnormalities, which included necrosis, micronucleus and
hyperchromatosis; histopathological changes in the gills, liver, and kidney. Particularly,
in the liver these effects occur as karyorrhexis, hepato-cellular hypertrophy, nuclear
hypertrophy, melanomacrophage aggregates and central vein contraction. The toxicity
in fish (concentrations of 0.3 - 0.4 mg/L) was also reported by Fredianelli et al. (2019),

which included a clinical condition of anemia, alterations in liver enzyme levels, nuclear
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erythrocyte changes and liver, gill and kidney damage. In this study, the rate of
abnormalities was higher for the 4-day group and decreased as the experiment
advanced. Such results highlight the recycling dynamics of erythrocytes with
alterations at short time intervals, which makes it difficult to observe the genotoxic
effects during prolonged times at low concentrations of Fipronil.

Based on our data, we demonstrated that the higher the melanin quantity, both
in the skin and the liver, the lower the rate of nuclear abnormalities observed in
erythrocytes. This comparative approach between genotoxic responses and
morphological properties of visceral (hepatic) and somatic (cutaneous) melanin is in
accordance with the assumptions by De Oliveira et al. (2017), who identified melanin
as having a protective role for tissues, due to the toxicity of environmental chemical
contaminants.

Our experimental design, particularly the concentrations of the compound, was,
based on the most recent studies of these aquatic vertebrates. In addition to the LC50
for these aquatic vertebrates, was to obtain systemic effects comparable with the data
in the literature on amphibians. There are some studies with tadpoles of Neotropical
anurans having been exposed to higher concentrations of Fipronil (0.5 and 1.5 mg/L);
these are related to biochemical biomarkers in Scinax fuscovarius (Margarido et al.
2013) and related to antioxidant enzyme responses and the metamorphosis in
Physalaemus nattereri (Boscolo et al. 2017). Some studies are very close to our
contamination levels of Fipronil (0.04, 0.08, 0.4 mg/L). showing oxidative stress and
neurotoxic effects (at concentrations 0.026, 0.05, 0.1, 0.5, 1.5 mg/L), in Physalaemus
gracilis tadpoles (Rutkoski et al. 2020) and lipid peroxidation and enzymatic antioxidant
defense in Eupemphix nattereri tadpoles exposed to intermediary concentrations in
water and sediment (0.035, 0.12, 0.18 mg/Kg) (Gripp et al. 2017).

For Neotropical amphibians, evidence showed that the higher concentrations of
Fipronil (0.5 and 1.5 mg/L) was responsible for alterations in antioxidant enzymes of
both Scinax fuscovarius tadpoles (Margarido et al. 2013) and Physalaemus nattereri
tadpoles (Boscolo et al. 2017). As both direct and indirect effects, there are increases
in the levels of oxidative damage of the cellular components due to an increase of the
susceptibility of the animals to oxidative stress. Gripp et al. (2015) reported similar
conclusions about Fipronil and its degradation products promoting oxidative stress in
Eupemphix nattereri tadpoles exposed to environmentally relevant concentrations

(0.035 to 0.18 mg/Kg), which decreased physiological performance in the long-term.
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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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