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RESUMO

Compostos langados ao meio ambiente

podem induzir alteragcbes genéticas nos

| was looking back on my life,
and all the things I've done to me...
I'm still looking for the answers
I'm still searching for the key...

(Ozzy Osbourne)



seres vivos. Um grupo de quimicos que apresenta toxicidade comprovada para os
organismos € o dos agrotoxicos, sendo que os inseticidas se destacam nesta acéo.
Os inseticidas da familia dos Fenil-pirazois tém ampla aplicagcao tanto na agricultura
como nas residéncias. O fipronil, um inseticida deste grupo quimico, € amplamente
usado em diversas culturas e em residéncias, principalmente no combate a pulgas e
carrapatos de caes e gatos. O uso de fipronil pode representar um risco para a
saude ambiental e humana, pois este inseticida apresenta uma potencialidade de
inducdo de morte celular, independente do tipo de célula. O fipronil, quando em
contato com o meio, pode sofrer varios processos de degradacdo, entre eles o
processo de fotodegradacgéo. O efeito toxico de um de seus metabdlitos derivado de
fotodegradacao, o sulfona-fipronil, € aproximadamente 20 vezes maior que o proprio
fipronil. Este composto pode ainda interagir com outras substancias presentes no
meio ambiente e agir de forma sinergistica. Sementes de Allium cepa foram
submetidas a solugdes de fipronil, pré-expostas ou ndo a degradacgéao pela luz solar,
em testes de germinagéo realizados tanto no claro como no escuro. Foi avaliado o
potencial acumulativo do inseticida, por meio de testes de recuperacao de 48 e 72
horas. Os resultados mostraram que quando o fipronil foi previamente exposto ao
sol, ele apresentou um maior potencial genotéxico e mutagénico, comprovando um

efeito mais drastico dos metabdlitos formados pela fotodegradacéo.

Palavras chaves: inseticida, aberragdes cromossémicas, micronucleo, toxicidade de

metabdlitos.

ABSTRACT



Compounds released into the environment can induce genetic alterations in living
organisms. A group of chemicals that shows proven toxicity is the pesticides, and the
insecticides are the most harmful. The insecticides of the family phenylpyrazole have
wide application both in agriculture and in homes. Fipronil, an insecticide of this
chemical group, is widely used in various cultures and in homes, mainly for fighting
fleas and ticks on dogs and cats. The use of fipronil may represent a risk to man and
the environmental health, since this pesticide can potentially induce cell death,
regardless of cell type. Fipronil, when in contact with the environment, can undergo
various degradation processes, including photodegradation. The toxic effect of one of
its metabolites derived from photodegradation, sulfone-fipronil, is approximately 20
fold as great as fipronil itself. The A. cepa test system was used to evaluate cytotoxic,
genotoxicity and mutagenic effects of fipronil before and after phptodegradation.
Seeds of Allium cepa were subjected to solutions of fipronil, pre-exposed or not
exposed to degradation by sunlight. The germination tests were conducted both
under the effect of light and in the dark. We evaluated the cumulative potential of this
insecticide using 48 and 72-hours recovery tests. The results showed that when
fipronil was previously exposed to the sun, it presented a greater genotoxic and
mutagenic potential, showing that the metabolites formed by photodegradation can

show more harmfull effects.

Keywords: insecticide, chromosomal aberrations, micronuclei, metabolites toxicity.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, inumeros compostos quimicos s&o langados no meio ambiente,
como resultado da intensificagdo das atividades industriais e agricolas e do intenso
processo de urbanizagdo. Os agentes quimicos langados no ambiente por efluentes
industriais, urbanos e por atividades agricolas sao, potencialmente, contaminantes
da agua, do solo e do ar e podem induzir efeitos nocivos, decorrentes das intera¢des
dessas substancias com os organismos expostos. A potencialidade toxica destes
descartes tem levado ao desenvolvimento de estudos que avaliam, de forma
abrangente, os varios impactos que eles promovem no ambiente (CHASIN;
PEDROZO, 2003).

Além do alto grau de toxicidade dos produtos quimicos langados ao ambiente,
0 que pode colocar em risco a vida de inumeros organismos, eles também podem
apresentar caracteristicas mutagénicas, e levar a alteragcdes na sequiéncia das bases
no DNA, acelerando ou aumentando o aparecimento de mutagbes que, se
acumuladas, podem resultar no aparecimento de doencgas degenerativas e do
cancer. Uma vez agindo no material genético de uma espécie, pode também
desencadear problemas semelhantes para toda a ecologia do planeta (RIBEIRO;
MARQUES, 2003).

Segundo Cortez Filho (2005), a revolugao agricola, que teve seu inicio no
Brasil na década 50, foi marcada por profundas mudangas na agricultura tradicional,
decorrentes da aquisicdo de novas tecnologias, principalmente as baseadas no uso
intenso de agrotoxicos. Em meados da década de 70, ocorreu uma grande
expansao na producéao agricola, em decorréncia do uso de agrotdxicos, intensificado
pelos incentivos a producgao e a politica de exportacédo (KHOURI, 2007). No entanto,
estes novos componentes utilizados na modernizagdo da agricultura causam
grandes impactos sobre o ambiente e a saude humana (CORTEZ FILHO, 2005;
KHOURI, 2007).

O impacto que cada agrotdxico promove sobre a biota do solo varia de acordo
com as caracteristicas do produto, as caracteristicas fisicas do ambiente e o tipo de
microflora associada. A meia-vida dos agrotéxicos no solo e o risco de contaminagao
do lencgol freatico dependem, também, da interacdo desses diferentes fatores e das
vias de degradacéo do produto (GRISOLIA, 2005). Embora a agricultura seja apenas

uma das inumeras fontes n&o-pontuais de poluicdo, ela geralmente é apontada
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como a maior contribuinte de todas as categorias de poluentes (EDWIN, 1996;
BAKORE, et al., 2004; POTTER et al.,2007). Uma vez na agua, dependendo das
caracteristicas fisico-quimicas, o residuo do agrotdxico pode tanto se ligar ao
material particulado em suspensao como se depositar no sedimento do fundo ou
ainda ser absorvido pelos organismos. Quando absorvidos, poderdo ser
detoxificados ou acumulados e, neste uUltimo caso, entrar na cadeia alimentar,
atingindo também o homem (EDWARDS, 1973; NIMMO, 1985; HAMILTON;
CROSSLEY, 2004; ZHOU et al., 2006).

Devido a ocorréncia de efeitos danosos desses agentes quimicos sobre o
meio ambiente e sobre os seres humanos, varios paises criaram normas que
regulamentam o uso e a producao de agrotdxicos, com o objetivo de minimizar os
danos na agricultura e ao ambiente. O Brasil € hoje o terceiro pais que mais aplica
agrotoxicos na agricultura, usando até mesmo produtos que ja sao proibidos em
outros paises (KHOURI, 2007).

Os agrotoxicos podem entrar em contato com a agua de ecosssistemas
naturais, quando carreados até os rios por erosdes/lixiviagbes, ou atingir a
atmosfera, via evaporagcao/eroséo edlica, e ai contaminar as aguas superficiais, por
meio das precipitagdes. As embalagens dos defensivos agricolas também podem
representar outra fonte de contaminacéo, tanto pelo descarte das embalagens como
pela limpeza inapropriada das mesmas. A extensdo da contaminacdo de um
pesticida aplicado em um campo depende da combinagédo de fatores como: clima,
tipo de solo, tipo da cultura e tipo de tratamento que cada campo recebe (ALTINOK
et al., 2006).0 uso continuo e abusivo dos agrotoxicos deixa residuos téxicos nos
alimentos, que podem provocar intoxicagbes agudas ou cronicas.

Os efeitos derivados da agédo de agrotoxicos podem ser diversos, tais como
reacao direta com o DNA nuclear; incorporacdo no DNA durante a replicacéo celular;
interferéncia na divisdo celular mitética ou meibtica, decorrendo em divisbes
incorretas da célula (VEIGA, 1995; FERNANDES, 2005). Muitos estudos tém
mostrado, ainda, que alguns agrotoxicos tém agdo mutagénica, estando associado
ao desenvolvimento de canceres (KHOURI, 2007; GADEVA; DIMITROV, 2008) e a
desequilibrios endocrinos (BICHON et al. , 2008; GADEVA; DIMITROV, 2008).

Tem sido empregados em avaliagcbes ambientais bioensais desenvolvidos
com plantas, por estas serem mais sensiveis e de mais facil execugdo, quando

comparados aos bioensaios realizados com animais. Os ensaios com plantas sé&o
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amplamente utilizados em testes genéticos e de monitoramento de locais afetados,
sendo usados em estudos de efeito mutagénico causado por agentes diversos
(FERNANDES et al., 2007; LEME et al., 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2007;
CARITA ; MARIN-MORALES, 2008; PEDRO, 2008). Dentre as plantas, a espécie A.
cepa tem sido indicada como organismo teste nos estudos de biomonitoramento,
pela eficiéncia de resposta a agentes citotdxicos e genotoxicos. (KOVALCHUK et al.,
1998; FERNANDES et al., 2007; LEME ; MARIN-MORALES, 2007, CARITA ;
MARIN-MORALES, 2008; PEDRO, 2008).

O teste de aberragcdes cromossébmicas com A. cepa fornece um rapido
diagnostico dos efeitos genotoxicos e mutagénicos de substancias quimicas
dispostas no meio (GRANT, 1982; 1994; FISKEJO, 1985; 1988; 1993, RANK;
NIELSEN, 1998). A sensibilidade deste teste deve-se, principalmente, ao grande
tamanho e pequeno numero de seus cromossomos. Os efeitos mutagénicos podem
ser analisados por parametros microscépicos, tais como a freqiéncia e tipos de
aberragbes cromossdmicas, além de anormalidades celulares (KOVALCHUK et al.,
1998).

Os resultados positivos, obtidos pelo teste de A. cepa, devem ser
considerados como uma indicagdo de que o quimico testado também pode causar
danos biolégicos em outros organismos (FISKESJO, 1985). Segundo Chauhan et al.
(1999), A. cepa é um dos melhores sistemas-teste estabelecidos para avaliar o
pontencial genotoxico de quimicos no ambiente, devido a sua boa correlagdo com
sistemas-teste de mamiferos. Para Rank e Nielsen (1998), a sensibilidade do teste
de mutagenicidade com Allium possui correlacdo em 82% aos resultados obtidos
com roedores.

Os testes com micronucleos sao considerados uns dos mais promissores para
a avaliagdo da mutagenicidade do ambiente, uma vez que séo eficientes, simples e
rapidos (FERRARI, 1991; FENECH, 2003; CARDOZO et al., 2006 apud
FERNANDES et al., 2007). A ocorréncia de micronucleos, de acordo com muitos
autores, tem sido interpretada como um indicador de efeitos clastogénicos ou
aneugénicos (WALKER et al., 1996 apud FERNANDES, 2007).

Agentes quimicos podem induzir micronucleos, por meio de disturbios do fuso
ou de quebra cromossOmicas. Esses micronucleos originados de quebra
cromossOmica, sdo derivados de uma resposta clastogénica ao agente quimico
(SUDHAKAR, 1998 apud RIBEIRO; MARQUES, 2003). Outros quimicos podem agir
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no material genético despolimerizando os microtubulos e causando danos na
formacao do fuso mitético. Isto pode determinar uma segregacéo inapropriada dos
cromossomos, quando as células filhas sdo formadas, resultando em anormalidades.
(SAUNDERS et al., 2000 apud FERNANDES et al., 2007). De acordo com
FERNANDES et al. (2007), a acédo clastogénica € confirmada pela presenga de
micronucleos derivados de quebra cromossdmica durante a divisao celular, e a agao
aneugénica é consequéncia da inativacado do fuso mitético, que leva a perda de
Ccromossomos inteiros.

O fipronil (nomenclatura IUPAC: (RS)-5-amino-1-(2,6-dicloro—aaa-trifluor-p-
tolil)-4-trifluorometilsulfinil-pirazol-3-carbonitrila) € um inseticida do grupo dos fenil-
pirazol, descoberto pela Rhénec-Poulenc Agro (Figura 1), e entrou no mercado no
inicio dos anos 90 (STEVENS et al. , 1998; TINGLE et al. , 2003; PEDRO, 2008; LIU
et al., 2008) .

Cl

//—\< N ON
F;C— ____._<_N S/:,O
Cl  NH, \CF3

Figura 1. Férmula estrutural do fipronil

O fipronil € um inseticida cuja classificacdo toxicolégica &€ de classe Il
(altamente toéxico), pode ser caracterizado como um composto de contato e ingestéo,
com consequéncias que variam de espécie para espécie. Em algumas espécies, o
efeito de ingestdo é o mais importante, enquanto em outras a agdo de contato é a
mais pronunciada (TINGLE et al. , 2003).

O seu uso é indicado como alternativa aos inseticidas organofosfoclorados,
por apresentarem toxicidade menor que estes quimicos (STEVENS et al. , 1998;
TINGLE et al. , 2003).

Segundo Tingle et al. (2003) e Pedro (2008), o fipronil & utilizado na
agricultura para o controle de insetos pragas, sendo aplicado, principalmente, em
culturas de algodéo, arroz, batata, cana-de-agucar, cevada, feijao, milho, pastagens,
soja e trigo. Em residéncias € usado no tratamento de ectoparasitas de animais,

como pulgas e carrapatos.
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O inseticida tem acgao no sistema nervoso, sendo um potente bloqueador do
acido gama-aminobutirico (GABA), que ¢é um neurotransmissor inibidor da
transmissao pré-sinaptica no sistema nervoso central e que controla o fluxo de cloro
através da membrana da célula nervosa. O inseticida se liga ao canal de cloro
tornando o sistema nervoso central hiperexcitado, devido a auséncia da inibigéo
sinaptica, causando a morte do inseto. (STEVENS et al., 1998; TINGLE et al. , 2003;
EL HASSANI et al. , 2005.; DAS et al. , 2006; CIl et al. , 2007; PEDRO, 2008,
BICHON et al. , 2008; LIU et al., 2008). Normalmente, o GABA ¢ liberado nas
terminacdes nervosas pré-sinapticas e se liga ao receptor da proteina pos-sinaptico
pelo canal de cloro intrinseco. Quando o GABA se liga ao receptor, o canal é aberto
e ions de cloro fluem para dentro do neurbnio pds-sinaptico. Esta permeabilidade ao
cloro pode hiperpolarizar o potencial de membrana, promovendo uma diminuigdo do
impulso nervoso estimulado (BLOOMQUIST, 2009).

Em ratos, o fipronil € moderadamente tdxico, causando um aumento da
excitagéo nervosa, efeito este considerado leve e temporario (BICHON et al., 2008;
DAS et al., 2006). De acordo com Tingle et al., 2003 e Das et al., 2006, o inseticida
fipronil € altamente toxico em invertebrados aquaticos, peixes e algumas aves
terrestres. Em humanos e mamiferos, o fipronil apresenta uma baixa interferéncia
nos ions receptores de GABA, o que o caracteriza um baixo efeito neurotdxico,
embora ja tenha sido registrado alguns casos de intoxicagdes agudas. Foi
observado um forte efeito genotdxico em células epiteliais e, mais recentemente,
casos de desiquilibrio do sistema endécrino e da tire6ide em humanos (BICHON et
al., 2008).

Uma substdncia langada ao meio ambiente pode sofrer alteragbes
transformando-se em um agente inerte ou, até mesmo, em compostos ainda mais
potentes que a formula original. Algumas substancias nado sao degradadas,
persistindo no ambiente, enquanto outras podem sofrer degradagdo bi6tica ou
abidtica. A degradacgéo ocorre quando a molécula de um dado agente quimico &
decomposta em moléculas menores, que, por vezes, podem se transformar, pelos
processos naturais, em uma substidncia com maior disponibilidade para os
organismos. A degradacdo de uma substancia ocorre devido as suas propriedades
intrinsecas e o produto degradado pode caracterizar um tipo de dano ambiental,
associado a agao dos metabdlitos formados (CHASIN; PEDROZO, 2003).
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Em sistemas naturais, os processos fotoquimicos sado importantes para a
transformacdo de substancias toxicas que persistem no ambiente e que sé&o
pobremente biodegradadas. As reagdes fotoquimicas podem ocorrer por duas vias:
a fotodegradacao direta do composto, apds a absorgéo de fétons pela radiagdo solar
e a a fotodegradacao indireta, induzida por espécies reativas de oxigénio,como o
oxigénio singlete, radicais hidroxilas e peroxilas (CHASIN; PEDROZO, 2003; OU et
al. , 2008).

Em estudos realizados por Mukherjee (2006), o fipronil pode contaminar o
solo por aplicagédo direta ou por vias indiretas como, por exemplo, mecanismos de
deriva, lixiviagbes ou pelo vento, caracterizando-se em um poluente persistente
neste ambiente. Segundo o autor (2005), a persisténcia e disponibilidade do fipronil
no solo sdo determinadas pela adsor¢cdo e dessor¢cao desta substédncia com as
particulas do solo, bem como por outros fatores dissipantes, como o transporte, a
acao de microorganismos ou efeitos metabdlicos da prépria molécula ndo adsorvida.

O autor utilizou uma formulagéo de fipronil com 99% de pureza e observou
que a adsorg¢ao do produto foi lenta e irreversivel, ocorrendo dessor¢cao em apenas
8-12% do total de particulas do pesticida adsorvidas nos solos, mostrando que a
adsorcao forma uma interagdo muito forte entre o pesticida e as particulas do solo.
Interacdes hidrofébicas entre moléculas nao polares do fipronil e a matéria organica
presente nos solos é mais forte que as forcas de Van-der-Waals ou pontes de
hidrogénio, sugerindo que a adsorgao do fipronil ocorre na matéria orgénica do solo.

O fipronil é persistente, por cerca de um ano, em ambientes com
temperaturas moderadas e auséncia de ions metalicos. Porém, o inseticida pode
degradar e levar a formagéo de um certo numero de metabolitos, dependendo das
condicbes em que se encontra. Sua meia-vida pode variar de 18 a 308 dias, em
temperatura de 22 a 25°C, variando de acordo com o tipo de solo, pH e quantidade
de matéria orgénica, sendo que na superficie do solo, ele ainda pode sofrer
processos de fotodegradacao (TINGLE et al. , 2003).

O fipronil pode ser degradado no ambiente em MB46513 (desulfinil-fipronil),
MB45950 (sulfido-fipronil), MB46136 (sulfono-fipronil) e RPA200766 (amido-fipronil),
como resultado das reacdes de fotdlise, reducao, oxidacéo e hidrélise (TINGLE et
al., 2003; RAVETON et al., 2007, LIU et al., 2008), mas, segundo Raveton et al.
(2007), o metabdlito mais encontrado, como derivado da acao da fotodegradacao é
0 MB46513 (densulfinil-fipronil).
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Segundo Tingle et al. (2003), a degradagéo do fipronil em solo argiloso é mais
lenta, quando este é exposto a luz, apresentando uma meia-vida de 34 dias. Os trés
metabdlitos do fipronil mais encontrados no solo sdo: RPA200766 (amido-fipronil),
MB46513 (desulfinil-fipronil) e o RPA 104615. Na agua, o fipronil tem meia-vida de
3,63 horas, quando exposto a luz, e se degrada em 43% no metabdlito MB46513
(desulfinil-fipronil) e 8% no RPA 104615, ndo sendo encontrados compostos volateis.
A reacao de fotdlise é ainda mais rapida na presenca de H,0,.

Os metabdlitos do fipronil, como, por exemplo, o MB46136 (sulfono-fipronil) e
o0 MB45950 (sulfido-fipronil), podem ser ainda mais tdxicos que o préprio pesticida
(TINGLE et al., 2003). De acordo com Everts (1997 apud TINGLE et al., 2003), em
estudos realizados com Daphnia sp., esses metabdlitos sdo mais toxicos para este
invertebrado do que para outros invertebrados de agua doce.

Os metabdlitos MB46136, MB45950 e RPA200766 (amido-fipronil), podem ser
considerados de baixo risco para invertebrados aquaticos, exceto quando disponivel
por um longo periodo. Contudo, o metabdlito MB46136 (sulfono-fipronil) mostrou-se
muito mais toxico para peixes de agua doce do que o proprio inseticida, sendo seis
vezes mais toxico para truta arco-iris e 30 vezes mais toxico para o peixe sol (EFSA,
2006 apud TINGLE at al., 2003).

Os estudos realizados por Pedro (2008) sugerem que os metabdlitos do
fipronil, quando fotodegradado, mostram maior genotoxicidade que o inseticida n&o
degradado.

Leghait et al. (2009) observaram que, em ratos, o tratamento com fipronil foi
associado com uma diminuicao significativa das concentragdes dos horménios T3 e
T4 totais no plasma destes organismos. As concentragdes de horménio tireoideano
(TH) livre também diminuiram, significativamente, apds tratamentos com fipronil, e
este efeito foi associado a um aumento na concentracdo do hormdnio
tireoestimulante (TSH) no plasma. Os autores concluiram que o fipronil e seu
principal metabdlito MB46136 (sulfono-fipronil) podem interromper a fungdo da
tiredide, diminuindo as concentragdes plasmaticas de T4, provavelmente devido a
remocgao deste horménio do sangue. Os resultados observados indicaram que a
acao do metabolito sulfono-fipronil foi 20 vezes maior que a do seu produto original
(fipronil).

Segundo Hainzl e Casida (1996) (apud SCHLENK et al., 2001), o fipronil pode

sofrer fotodegradacdo e resultar no metabdlito densulfinil-fipronil que, em testes
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realizados com Daphnia, se mostrou duas vezes mais letal que o proprio fipronil,
além de ser também mais persistente. Para Schlenk et al. (2001), o fipronil também
pode degradar, por oxidagdo ou reducgdo bioldgica, nos metabdlicos sulfono-fipronil
ou sulfido-fipronil, que tem efeitos mais potentes que o fipronil e, em alguns casos
(ex. Daphnia), maior toxicidade aguda que o proprio inseticida.

O fipronilé um produto ativo que apresenta diferentes formula¢des usadas
como inseticidas, sendo o produto Icon 6.2 FS™ uma das formulagées amplamente
utilizada em culturas de arroz de campos inundados dos EUA, para combater o
coledptero parasita Lissorhoptrus oryzophilus. Apos 24-72 horas da aplicagdo do
inseticida, a agua desse campo de arroz é drenada e usada para outros fins, como o
cultivo da lagosta marmore (Procambarus sp.) (SCHLENK et al., 2001). O fipronil e
seus derivados, por serem relativamente insoluveis em agua, sao rapidamente
decantados nas matrizes organicas dos solos e sedimentos (USEPA, 1996 apud
SCHLENK et al., 2001). Com a drenagem, parte do sedimento é deslocado com a
agua, que vai promover uma toxicidade seletiva aos artrépodes, inclusive para
Procambarus sp, que é sensivel aos seus metabdlitos. Os resultados desses
experimentos indicaram que o fipronil € altamente tdxico para os adultos das
lagostas (100% de letalidade para um periodo de 48 horas de exposi¢éo).

No estudo desenvolvido por Chaton et al. (2002), foram utilizadas espécies
aquaticas nao-alvos, associadas com populagdes-alvo de larvas de mosquito, para
avaliar o impacto ecologico do fipronil em hidro-sistemas naturais, bem com para
avaliar a toxicidade e bioacumulag¢ao do produto. Baseado neste estudo foi possivel
observar que o fipronil apresenta diferentes efeitos tdxicos contra a fauna de
artropodes aquatico ndo-alvo, com bioacumulagéo variada. Os resultados apontaram
que os cladéceros parecem ser relativamente resistentes, ao contrario dos
copépodos que sdo muito sensiveis ao fipronil. As espécies de crustaceos podem
acumular, in vivo, grandes quantidades de fipronil, independente de sua
sensibilidade ao inseticida.

Para examinar o efeito de concentragdes de fipronil em um ambiente de
ecossistema estuarino, foram feitas réplicas de mesocosmos contendo parcelas
intactas de pantano e agua do mar, que foram expostas a trés diferentes
tratamentos de fripronil (150, 355, e 5000 ng/L). Foram adicionados a estes
ambientes, durante 28 dias, peixes juvenis (Cyprinidon variegatus), bivalves juvenis

(Mercenaria mercenaria), ostras (Crassostrea virginica) e camardo grama



19

(Palaemonetes pugio). Os resultados indicaram que ndo houve efeito do fipronil
sobre os bivalves, as ostras e os peixes, porém os camardes foram sensiveis as
duas maiores concentracdes testadas (40% de sobrevivéncia para 355 ng/L e 0% de
sobrevivéncia para 5000 ng/L), com persisténcia de efeito, mesmo depois de
cessada a exposicéo (2 semanas apds a exposicao de 28 dias). Estes resultados
sugerem que o fipronil pode ter impacto na populagdo de camardes, o que indica a
necessidade de uma maior cautela, quanto ao uso deste produto em areas costeiras
(WIRTH et al., 2004).

Nos ultimos anos tem havido uma grande preocupagéo com os efeitos de
pesticidas e outras substancias quimicas, quanto a possibilidade destes compostos
alterarem o funcionamento normal do sistema endécrino humano e de animais
silvestres. Estes agentes, hormonalmente ativos, podem causar uma variedade de
efeitos adversos a saude, incluindo perigos de desenvolvimento comportamental e
reprodutivos (USEPA, 1997, apud OHI et al., 2004). Dados baseados em estudos
com animais indicam que as altera¢cdes do desenvolvimento sexual podem resultar
da exposicdo a pesticidas e produtos quimicos industriais, que sao capazes de
perturbar o sistema enddcrino, imitando/bloqueando os horménios naturais ou
interferindo nos mecanismos que os regulam (GRAY, 1998 apud OHI et al., 2004).

O fipronil é um inseticida listado como um produto quimico que pode causar
possiveis perturbacbes do sistema endocrino (COLBORN, 1998, apud OHI et al.,
2004). Em estudos realizados por Ohi et al. (2004), foi investigado possiveis efeitos
adversos de diferentes concentragdes do inseticida fipronil (70, 140 e 280 mg / kg)
(Frontline®) na reproducgéo de fémeas de ratos Wistar. Pelos resultados obtidos nos
estudo de acasalamento, foi observado que a maior concentragéo testada do fipronil
(280 mg / kg) reduziu o indice de gravidez em 67%. Os niveis de progesterona e
estradiol plasmaticos diferiram em relacdo aos grupos controles, 96 h apo6s o
tratamento com fipronil (70 mg / kg). Estes resultados indicaram que o fipronil pode
alterar o funcionamento do sistema endocrino e causar efeitos adversos na
reproducao de organismos expostos.

Segundo uma revisdo feita por Vidau et al. (2009), o fipronil pode provocar,
em mamiferos, efeitos fisioldgicos adversos, independente de seu alvo neuronal.
Neste trabalho é citado que o inseticida pode modificar o metabolismo de varios
compostos enddgenos e de xenobidticos pela modulagéo das enzimas do citocromo

P450 e, em particular, pela inducédo da isoenzimas CYP3A4 em hepatocitos
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humanos. Ainda segundo Vidau et al. (2009), esta modulagéo do citocromo P450
promoveu, em roedores,o desenvolvimento de tumores da tiréide, pela perturbagao
do metabolismo hepatico e excrecdo dos horménios da tiredide. Da mesma forma, é
descrito que o fipronil pode induzir efeitos adversos para a reproduc¢ao, alterando o
citocromo dependente de progesterona e estradiol no metabolismo feminino de
ratos. No entanto, as alteracbes enddcrinas observadas em ratos e em seres
humanos néo estao sistematicamente correlacionadas, havendo a necessidade de
outras investigacdes, para uma melhor determinagdo da atividade de desregulagéo
endocrina causada, em mamiferos, pelo fipronil. Por outro lado, nos seres humanos,
independentemente da sua agéo do sistema endécrino, o fipronil e seus metabdlitos
sulfonas podem induzir citotoxicidade em hepatdcitos.

Ainda pelos estudos de Vidau et al. (2009), conduzidos com células epiteliais
de intestino Caco-2, foi possivel obter uma boa correlagéo da integridade estrutural
dessas células. Foram utilizados o fipronil e alguns de seus analogos estruturais,
seus metabdlitos sulfeto e sulfona e outro composto pertencente a mesma classe
dos fenilpirazol, o ethiprol. Nesse estudo foi observado que o fipronil e seus
derivados causaram efeitos na integridade do epitélio de células intestinais, sendo
que fipronil foi 0 composto mais potente na inducdo de lesdo da monocamada do
intestino, uma vez que o valor de integridade do epitélio caiu de 100% para 20 £ 1%,
em relagdo ao controle, enquanto que o seu metabdlito sulfona e sulfeto
apresentaram valores reduzidos para 42 + 3,1% e 62 + 2%, respectivamente. O
ethiprol, por sua vez, obteve uma ligeira diminuicdo no valor de integridade do
tecido, que foi apenas significativa (85 + 1,9% do controle), apés um maior tempo de
exposicéo (72 h). Segundo este autor, o fipronil possui potencial para induzir morte
celular, independentemente do fenétipo da célula, o que sugere que esse inseticida
age sobre os componentes celulares comuns a varios tipos de células, se ndo de
todos. O estudo de Vidau et al. (2009) também mostrou que a exposi¢ao oral a altas
doses de fipronil resulta em um disturbio da homeostase intestinal.

Stehr et al. (2006), observaram que o fipronil apresenta efeitos teratogénicos
para Danio rerio. Embrides do peixe zebra expostos ao fipronil apresentaram uma
inducado, conforme as concentragdes aplicadas, da perda da resposta de fuga, um
encurtamento no eixo longitudinal do corpo e a degeneragcé&o da notocorda, sendo
este ultimo efeito confirmado por exames histolégicos, confirmando que a morfologia

da notocorda foi normal até 24 h e degenerativa a partir de 30 horas de exposi¢éo.
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O presente estudo foi desenvolvido através de ensaios com o inseticida
fipronil devido ao alto grau de toxicidade deste composto levando em consideragéo o

seu amplo uso na agricultura e nos domicilios.

2. OBJETIVOS

Pelo alto grau de toxicidade do inseticida fipronil e seu amplo uso na
agricultura e nos domicilios, foram desenvolvidos ensaios com o inseticida, com o
objetivo de:

- avaliar os efeitos citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos do inseticida sobre
0 organismo-teste A. cepa;

- avaliar os efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos do inseticida, apos
exposicao das sementes em diferentes concentragdes do fipronil, tanto em ensaios
de germinacao realizados na auséncia de luz como na presenca de luz;

- avaliar a acgao citotdxica, genotoxica e mutagénica do fipronil, apos a
exposicao prévia deste inseticida a luz solar.

- avaliar o potencial de recuperagdo dos organismos expostos as
concentragdes testadas do fipronil, em todos os testes realizados com este produto,

por meio de ensaios de recuperagao em agua por 48 e 72 horas.

3. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios para avaliagédo dos efeitos citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos
do inseticida fipronil foram realizados com o sistema-teste A. cepa. Sementes desta
planta (variedade Baia periforme) foram submetidas a germinacéo em dois tipos de
ensaios, com duas concentragdes do inseticida: C1=0, 312 g/L e C2 =0, 625 g/L.

Os dois ensaios foram desenvolvidos com sementes expostas a germinagcao
nas concentragdes acima citadas, tanto em ambiente com presenca de luz como
com auséncia de luz (C1C = concentracdo de 0,312 g/L testada na presenca de luz,
C1E = concentragao de 0,312 g/L testada na auséncia de luz; C2C = concentragao
de 0,625 g/L testada na presenca de luz, C2E = concentracao de 0,625 g/L testada
na auséncia de luz). As sementes foram dispostas em placas de Petri, sendo uma
placa para cada tratamento. Outro teste foi realizado, expondo sementes as mesmas
concentragdes acima citadas, porém com exposi¢cao prévia da solugao de fipronil a

luz solar (24 horas de exposi¢céo). (C1SC = concentracao de 0,312 g/L testada na
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presenca de luz e pré degradada pela luz solar; C1SE = concentragéo de 0,312 g/L
testada na auséncia de luz e pré degradada pela luz solar; C2SC = concentragéo de
0,625 g/L testada na presenca de luz e pré degradada pelo sol; C2SE =
concentragcdo de 0,625 g/L testada na auséncia de luz e pré degradada pela luz
solar). Neste caso, a germinagdo também se deu tanto no claro como no escuro.
Ambos os tratamentos foram realizados com exposigdo continua, seguidos de
periodos de recuperacao de 48 e 72 horas.

Foram realizados dois controles positivos (CP1 e CP2), onde as sementes
foram submetidas a germinagédo em metil metano sulfonato (MMS) (quimico de agéo
clastogénica - CP1) e no herbicida trifluralina (quimico de agdo aneugénica -CP2). O
controle negativo (CN) foi realizado com sementes submetidas a germinagcdo em
agua ultra pura.

O teste de recuperagdo seguiu o seguinte protocolo: apds a germinacéao das
sementes e quando as raizes alcancaram cerca de 1,5 cm de comprimento, o
material foi transferido para placa de Petri contendo agua ultra pura, onde
permaneceram por um periodo de recuperacéo de 48 e 74 horas. Este procedimento
foi realizado em todos os tratamentos propostos. Todos os meristemas radiculares
coletados foram fixados em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético- v/v), por um periodo
de 6 a 18 horas.

Para a realizagdo das analises de indice mitético e de aberracdes
cromossOmicas, as raizes foram submetidas a uma hidrélise acida (HCI 1N a 60° C)
por 8-9 minutos, seguido de uma lavagem com agua destilada. Em seguida foram
submetidas ao reativo de Schiff por 2 horas em local escuro. As |aminas foram
confeccionadas pela técnica de esmagamento suave, usando as regides
meristematicas e F; das raizes. As laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e,
ap6s secagem por 24 horas, as laminas foram montadas com Enthelan®, para
serem, posteriormente, analisadas em microscopia de luz, sob aumento de 400x.

Para a analise de citotoxicidade, foram avaliados os indices mitéticos das
células de todos os ensaios realizados com fipronil. As analises de genotoxicidade
foram realizadas, contabilizando as células que apresentarem anormalidades como
aderéncias cromossOmicas, C-metafase, anafases e teléfases com pontes
cromossOmicas, anafases multipolares, atrasos anafasicos e telofasicos e perdas.
Para as analises de mutagenicidade contabilizou-se o numero de células que

apresentavam quebras cromossémicas e micronucleos. Para todos os ensaios
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descritos acima, foram contabilizadas um total de cinco mil células por tratamento,
sendo analisadas 1.000 células por laminas, num total de cinco |laminas/tratamento.
Os resultados foram avaliados pelo teste estatistico de Kruskal-Wallis, com nivel de

5% de significancia.

4. RESULTADOS
4.1. EXPERIMENTO 1
Analise do Potencial Citotoxico

A andlise do efeito citotoxico foi obtida pela avaliagdo dos indices mitéticos de
células meristematicas de raizes de A. cepa (Figura 2). Os meristemas radiculares
submetidos as diversas concentragdes do inseticida fipronil apresentaram valores
significativos, em relacdo ao CN, para:

- Controles positivos: CP14gn, CP248, € CP272;, (Figuras 2B e 2C);

- Concentragdes sem pré-degradacéo (sem exposicao prévia da solugéo a luz
solar): C2C, na presenca e C2E, na auséncia de luz (Figura 2A);

- Concentragbes pré-degradadas (com exposi¢cado prévia da solugdo a luz

solar): C2SE72n, na auséncia de luz (Figura 2 C).

Analise do Potencial Genotéxico e Mutagénico

A avaliagdo do potencial genotdxico do inseticida fipronil foi realizada com
base nos resultados de aberragbes cromossémicas (AC) presentes em células
meristematicas de A. cepa (Figuras 3, 4C, 4D, 4E, 4F e 4G). Os ensaios realizados
com as diferentes concentragcdes de inseticida fipronil apresentaram indices de AC
significativos, em relagdo ao CN, para:

- Controles positivos: CP1, CP14sn, CP172n, CP248,,CP272, (Figuras 3A, 3B e
3C);

- Concentragdes sem pré-fotodegradacao (sem exposicao prévia da solugao a
luz solar): C2C, C2Cygn € C2C72n, todos resultantes de ensaios na presenga de luz
(Figuras 3A, 3B e 3C);

- Concentragbes pré-fotodegradadas (com exposi¢cao prévia da solugéo a luz
solar): C1SC, C2SC, C2SCysh, € C2SCryh, todos resultantes de ensaios na presenca
de luz (Figuras 3A, 3B e 3C).



24

As aberragbes cromossOmicas, consideradas como efeitos genotoxicos,
observadas nas analises realizadas com o inseticida fipronil, foram: metafase com
aderéncias e metafase com quebras cromossOmicas; C-metafases; anafase com
pontes cromossOmicas; anafase e teléfase com atrasos cromossOmicos; anafase
com perdas cromossOmicas e anafases multipolares (Figuras 4C, 4D, 4E, 4F e 4G).

Para a avaliagdo do potencial mutagénico, foram contabilizadas as
células meristematicas portadoras de aberragbes cromossOmicas do tipo quebras
cromossOmicas (metafase com quebras cromossOmicas; anafase com quebras) e
micronucleos, obtidas nos ensaios realizados com as diferentes concentracdes do
inseticida fipronil (Figuras 4A, 4B, 4H e 5). Foram obtidos resultados significativos
para mutagenicidade, em relagdo ao CN, os ensaios:

- Controles positivos: CP1, CP14sn, CP172n, CP2, CP24g, € CP272, (Figuras 5A,
5B e 5C);

- Concentragdes sem pré-fotodegradacao (sem exposicao prévia da solugao a
luz solar): C2C4sn € C2Cy7o,, todos resultantes de ensaios na presenca de luz
(Figuras 5B e 5C);

- Concentragbes pré-fotodegradadas (com exposicao prévia da solugéo a luz
solar): C1SC, C2SC, C2SCys, € C2SCrah, todos resultantes de ensaios na presenca
de luz (Figuras 5A, 5B e 5C).

Os resultados para micronucleos em células F4 (Figura 6), obtidos nos ensaios
com o inseticida fipronil apresentaram-se significativo, em relagdo ao CN, para:

- Controles Positivos: CP1, CP14gn, CP 1721, CP2, CP24s,, € CP2721 (Figuras 6A,
6B e 6C);

- Concentragbes sem pré-fotodegradacao (sem exposicao prévia da solugéo a
luz solar): C2Cysp, na presenca de luz (Figura 6B);

- Concentragbes pré-fotodegradadas (com exposicao prévia da solugéo a luz
solar): C2SCaugn, Na presenca de luz e C2SE7zn, na auséncia de luz (Figuras 6B e
6C).
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4.2. EXPERIMENTO 2
Analise do Potencial Citotoxico

A andlise do efeito citotoxico foi obtida pela avaliagdo dos indices mitéticos de
células meristematicas de raizes de A. cepa (Figura 2). Os meristemas radiculares
submetidos as diversas concentragdes do inseticida fipronil apresentaram valores
significativos, em relagdo ao CN, para:

- Controles positivos: CP14gn, CP24gn, CP 1721, € CP2721 (Figuras 2B e 2C);

- Concentragbes sem pré-fotodegradacao (sem exposi¢ao prévia da solugéo a
luz solar): C2C, na presenga e C1E, C2E, na auséncia de luz (Figura 2A);

- Concentragbes pré-fotodegradadas (com exposicéo prévia da solugéo a luz
solar): C2SC, C2SCygn € C2SCy2, na presenca de luz (Figura 2A, 2B e 2C).

Analise do Potencial Genot6xico e Mutagénico

A avaliagdo do potencial genotdxico do inseticida fipronil foi realizada com
base nos resultados de AC presentes em células meristematicas de A. cepa (Figuras
3, 4C, 4D, 4E, 4F e 4G). Os ensaios realizados com as diferentes concentracbes de
inseticida fipronil, apresentaram indices de AC significativos, em relagdo ao CN,
para:

- Controles positivos: CP1, CP14gn, CP172n, CP2, CP248,,CP272, (Figuras 3A,
3B e 3C);

- Concentragdes sem pré-fotodegradacao (sem exposicao prévia da solugao a
luz solar): C2C4sn € C2Cyro,, todos resultantes de ensaios na presenca de luz
(Figuras 3B e 3C);

- Concentragbes pré-fotodegradadas (com exposig¢édo prévia da solugéo a luz
solar): C1SC, C2SC, C2SCysh, € C2SCryy, todos resultantes de ensaios na presenca
de luz (Figuras 3A, 3B e 3C).

As aberragbes cromossOmicas, consideradas como efeitos genotoxicos,
observadas nas analises realizadas com o inseticida fipronil, foram: metafase com
aderéncias cromossOmicas; metafase e perdas cromossdmicas; C-metafases;
anafase com pontes cromossémicas; anafase e teléfase com atrasos
cromossOmicos; anafase e perdas cromossbmicas e anafases multipolares (Figuras
4C, 4D, 4E, 4F e 4G).
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Para a avaliacdo do potencial mutagénico, foram contabilizadas as células
meristematicas portadoras de aberragbes cromossémicas do tipo quebras
cromossOmicas (metafase com perdas cromossdmicas; anafase com quebras) e
micronucleos, obtidas nos ensaios realizados com as diferentes concentragdes do
inseticida fipronil (Figuras 3, 4A, 4B, 4H). Foram obtidos resultados significativos
para mutagenicidade, em relagdo ao CN, os ensaios:

- Controles positivos: CP1, CP14sn, CP172n, CP2, CP248, € CP272, (Figuras 5A,
5B e 5C);

- Concentragbes sem pré-fotodegradacao (sem exposicao prévia da solugéo a
luz solar): C2C4sn € C2Cyry,, todos resultantes de ensaios na presenca de luz
(Figuras 5B e 5C);

- Concentragbes pré-fotodegradadas (com exposi¢cao prévia da solugéo a luz
solar): C1SC, C2SC, C2SCygn € C2SCyy, todos resultantes de ensaios na presencga
de luz (Figuras 5A, 5B e 5C).

Os resultados para micronucleos em células F4 (Figura 6), obtidos nos ensaios
com o inseticida fipronil apresentaram-se significativo, em relagédo ao CN, para:

- Controles Positivos: CP1, CP14g,, CP172n, CP2, CP24gn € CP2721, (Figuras 6A,
6B e 6C);

- Concentragdes sem pré-fotodegradacéo (sem exposicao prévia da solugao a
luz solar): C2C, C2Cysn € C2C72n, todos resultantes de ensaios na presenga de luz
(Figuras 6A, 6B e 6C).

- Concentragbes pré-fotodegradadas (com exposi¢cao prévia da solugéo a luz
solar): C1SC, C2SC, C2SCysn € C2SCrzh, na presenca de luz e C1SE7;, € C2SE7)y,
(Figura 6B).

4.3. EXPERIMENTO 3
Analise do Potencial Citotoxico

A analise do efeito citotoxico foi obtida pela avaliagédo dos indices mitéticos de
células meristematicas de raizes de A. cepa (Figura 2). Os meristemas radiculares
submetidos as diversas concentragdes do inseticida fipronil apresentaram valores
significativos, em relacao ao CN, para:

- Controles positivos: CP14s, € CP24g, (Figuras 2B);
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- Concentragbes sem pré-fotodegradacao (sem exposicao prévia da solugéo a
luz solar): C2C, na presenca e C2E, na auséncia de luz (Figura 2 A);

- Concentragbes pré-fotodegradadas (com exposi¢cao prévia da solugéo a luz
solar): C2SC, e C2SCryn na presenca e C2SE4gn, na auséncia de luz (Figura 2A, 2B
e 2C).

Analise do Potencial Genotoxico e Mutagénico

A avaliagcdo do potencial genotoxico do inseticida fipronil foi realizada com
base nos resultados de AC presentes em células meristematicas de A. cepa (Figuras
3, 4C, 4D, 4E, 4F e 4G). Os ensaios realizados com as diferentes concentracbes de
inseticida fipronil, apresentaram indices de AC significativos, em relagcdo ao CN,
para:

- Controles positivos: CP1, CP14gn, CP172n, CP2, CP248,,CP272 (Figuras 3A,
3B e 3C);

- Concentragdes sem pré-fotodegradacao (sem exposicao prévia da solugao a
luz solar): C2C, C2Cysn € C2C72n, todos resultantes de ensaios na presenga de luz
(Figuras 3A, 3B e 3C);

- Concentragdes pré-fotodegradadas (com exposi¢ao prévia da solugédo ao a
luz solar): C1SC, C2SCugn, € C2SCry, todos resultantes de ensaios na presenca de
luz (Figuras 3A, 3B e 3C).

As aberragbes cromossOmicas, consideradas de efeito genotoxico,
observadas nas analises realizadas com o inseticida fipronil, foram: metafase com
aderéncias cromossémicas; metafase com perdas cromossOmicas; C-metafases;
anafase com pontes cromossdmicas; anafase e teléfase com atrasos
cromossOmicos; anafase com perdas cromossémicas e anafases multipolares
(Figuras 4C, 4D, 4E, 4F e 4G).

Para a avaliacédo do potencial mutagénico, foram contabilizadas as células
meristematicas portadoras de quebras cromossémicas (metafase com quebras e
anafase com quebras) e micronucleos, obtidas nos ensaios realizados com as
diferentes concentragcdes do inseticida fipronil (Figuras 3 e 4A, 4B, 4H). Foram
obtidos resultados significativos para mutagenicidade, em relagdo ao CN, os

ensaios:



28

- Controles positivos: CP1, CP14gn, CP172n, CP2, CP248, € CP272, (Figuras 5A,
5B e 5C);

- Concentragdes sem pré-fotodegradacao (sem exposi¢ao prévia da solugao a
luz solar): C2C4sn € C2Cyro,, todos resultantes de ensaios na presenca de luz
(Figuras 5B e 5C);

- Concentragbes pré-fotodegradadas (com exposigédo prévia da solugéo a luz
solar): C2SC, C2SCygn € C2SCryh, todos resultantes de ensaios na presenca de luz
(Figuras 5A, 5B e 5C).

Os resultados para micronucleos em células F, (Figura 6), obtidos nos ensaios
com o inseticida fipronil apresentaram-se significativo, em relagéo ao CN, para:

- Controles Positivos: CP1, CP14gn, CP172n, CP2, CP245,, € CP2721 (Figuras 6A,
6B e 6C);

- Concentragdes sem pré-fotodegradacao (sem exposicao prévia da solugao a
luz solar): C2C4gn € C2C72n, na presenca de luz (Figura 6B);

- Concentragbes pré-fotodegradadas (com exposi¢céo prévia da solugéo a luz

solar): C2SCysn € C2SC72n, na presenca de luz (Figuras 6B e 6C).
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Figura 2: Avaliacdo do indice mitdtico dos ensaios realizados, como segue, para AB e C: CN.
Controle negativo; CP1. Controle positivo com MMS; CP2. Controle positivo com ftrifluralina; C1C.
concentragao de 0,312 g/L testada na presencga de luz; C1SC. concentragdo de 0,312 g/L testada na
presenca de luz e pré degradada pela luz solar; C1E. concentragdo de 0,312 g/L testada na auséncia
de luz; C1SE. concentragdo de 0,312 g/L testada na auséncia de luz e pré degradada pela luz solar;
C2C. concentragdo de 0,625 g/L testada na presenga de luz, C2SC. concentragdo de 0,625 g/L
testada na presenca de luz e pré degradada pela luz solar; C2E. concentracdo de 0,625 g/L testada
na auséncia de luz; C2SE. concentracdo de 0,625 g/L testada na auséncia de luz e pré degradada
pela luz solar.
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FIGURA 3
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Figura 3: Avaliagdo do indice de aberragbes dos ensaios realizados, como segue, para A,B e C: CN.
Controle negativo; CP1. Controle positivo com MMS; CP2. Controle positivo com frifluralina; C1C.
concentragdo de 0,312 g/L testada na presencga de luz; C1SC. concentragdo de 0,312 g/L testada na
presenca de luz e pré degradada pela luz solar; C1E. concentracdo de 0,312 g/L testada na auséncia de
luz; C1SE. concentragéo de 0,312 g/L testada na auséncia de luz e pré degradada pela luz solar; C2C.
concentragcdo de 0,625 g/L testada na presencga de luz, C2SC. concentracdo de 0,625 g/L testada na
presencga de luz e pré degradada pela luzr; C2E. concentragédo de 0,625 g/L testada na auséncia de luz;
C2SE. concentragéo de 0,625 g/L testada na auséncia de luz e pré degradada pela luz solar.
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FIGURA 4

Figura 4: Alteragdes encontradas nos tratamentos com fipronil. A. Intérfase com micronucleo; B.
Profase com micronucleo; C. Metafase com aderéncia cromossomica; D. C-Metafase; E. Metafase
polipléide; F. Anafase com pontes cromossémicas; G. Anafase com duas perdas; H. Teléfase com
micronucleo.
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Figura 5: Avaliagcdo do indice de micronucleos dos ensaios realizados, como segue, para A, B e C: CN.
Controle negativo; CP1. Controle positivo com MMS; CP2. Controle positivo com ftrifluralina; C1C.
concentragdo de 0,312 g/L testada na presenga de luz; C1SC. concentragdo de 0,312 g/L testada na
presenca de luz e pré degradada pela luz solar; C1E. concentragdo de 0,312 g/L testada na auséncia de luz;
C1SE. concentragdo de 0,312 g/L testada na auséncia de luz e pré degradada pela luz solar; C2C.
concentracdo de 0,625 g/L testada na presenca de luz, C2SC. concentracdo de 0,625 g/L testada na
presenca de luz e pré degradada pela luz solar; C2E. concentragdo de 0,625 g/L testada na auséncia de luz;
C2SE. concentragéo de 0,625 g/L testada na auséncia de luz e pré degradada pela luz solar.
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FIGURA 6
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Figura 6: Avaliacdo do indice de micronucleos em F1 dos ensaios realizados, como segue, para A, B
e C: CN. Controle negativo; CP1. Controle positivo com MMS; CP2. Controle positivo com trifluralina;
C1C. concentragdo de 0,312 g/L testada na presenga de luz; C1SC. concentragdo de 0,312 g/L
testada na presenca de luz e pré degradada pela luz solar; C1E. concentragdo de 0,312 g/L testada
na auséncia de luz; C1SE. concentragdo de 0,312 g/L testada na auséncia de luz e pré degradada
pela luz solar; C2C. concentragédo de 0,625 g/L testada na presenca de luz, C2SC. concentragdo de
0,625 g/L testada na presenca de luz e pré degradada pela luz solar; C2E. concentragéo de 0,625 g/L
testada na auséncia de luz; C2SE. concentracdo de 0,625 g/L testada na auséncia de luz e pré
degradada pela luz solar.
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5. DISCUSSAO

O fipronil € um inseticida que merece um destaque especial dentre o grupo
dos fenil-pirazol, principalmente pelo seu amplo uso em culturas que ocupam
grandes extensbes de terra. Este inseticida também é muito utilizado nas
residéncias, para combater insetos praga, como pulgas e carrapatos de caes e gatos
(TINGLE et al., 2003; ANVISA, 2002). O fipronil exerce um efeito direto ndo s6 em
animais-alvo, mas também em organismos n&o-alvo. Assim, fica clara a necessidade
de determinagbes toxicolégicas deste composto, que possam aumentar o
conhecimento sobre os seus efeitos ambientais e sobre a satde humana (VARRO et
al., 2007 ).

Os estudos de Berlayneh (1998, apud TINGLE at al., 2003), comprovam que,
quando o inseticida fipronil ndo se degrada em metabdlitos ibnicos e esta presente
em ambientes com temperaturas moderadas, ele é estavel por cerca de um ano.
Porém, no ambiente, o fipronil pode ser degradado em diversos metabdlitos,
dependendo das condi¢gbes ambientais onde ele foi aplicado, tais como: o metabdlito
MB 46513 (desulfinil-fipronil), MB 46136 (sulfona-fipronil), MB 45950 (sulfide-fipronil)
e RPA 200766 (amide-fipronil), dentre outros (NGIM; CROSBY, 2001, apud TINGLE
et al., 2003; PEI et al., 2006). Segundo Tingle at al. (2003), o fipronil &€ muito mais
susceptivel a degradacéo por fotélise do que por hidrolise em meio aquoso.

A indicacdo de que os metabdlitos resultantes da degradacao do fipronil
apresentam uma atividade toxica, associada com a falta de informag¢des sobre a
presenca destes metabdlitos no ambiente e ao amplo uso deste inseticida em
culturas diversas, reforca a necessidade eminente de se dispensar uma maior
atencédo aos efeitos desse inseticida, bem como a avaliagdo do alcance destes
efeitos no ambiente. Somado a isso, temos ainda uma situagédo de comprometimento
da qualidade do ambiente doméstico, pelo uso do produto veterinario Frontline® que
contém uma elevada concentracao de fipronil (100 g / I), e que pode ser uma fonte
especial de intoxicagao, especialmente para as criangas (VIDAU et al., 2009).

O fipronil é estavel para hidrélise em aguas com pH entre 5 a 7 (ligeiramente
acidas), em condi¢cbes de auséncia de luz. Em solugbes aquosas, sem a presenca
de luz e em ambientes com temperaturas de 22°C, 80% do inseticida permanece
inalterado por 100 dias (USEPA, 2009). O fipronil, quando na presenga de luz, tem
uma persisténcia de baixa a moderada. Sob efeito de luz artificial, &€ rapidamente

degradado na agua, tendo como principais metabdlitos, decorrentes desta
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degradacao, o MB 46513 e o RPA 104615 (USEPA, 2009), sendo o MB46513 o
mais persistente no ambiente. O efeito do metabdlito sulfona fipronil (MB 46136) é,
aproximadamente, 20 vezes maior do que o proéprio fipronil (ZHAO et al., 2005;
LEGHAIT et al., 2009).

Segundo Tingle et al. (2003), o fipronil ndo é acumulado no meio ambiente,
mas o autor cita que algumas acumulagdes temporarias do metabdlito MB 46513
tém sido registradas em agua. Porém, Mukherjee (2006) afirma que o fipronil se
adsorve fortemente na matéria organica do solo, permanecendo adsorvido neste
material, sendo dificilmente dessorvido.

O fipronil é considerado pela USEPA (1996, apud TINGLE et al., 2003) nao
toxico para fanerégamas aquaticas e algas. Esta afirmacéo decorre dos estudos
realizados com as espécies de algas de agua doce Anabaena flosaquae, Navicula
pelliculosa e Selenastrum xapricornutum que nao indicam efeitos significativos de
toxicidade sobre as alteragdes observadas no crescimento destes organismos, apos
a exposigcado ao inseticida. Porém, estes resultados nao foram confirmados pelos
ensaios realizados com a alga Scenedesmus subspicatus, pois, neste caso, foi
registrado que o fipronil promoveu inibicao e redugéo do crescimento, além de outras
anormalidades. Quando solugéo de fipronil foi aplicada, continuamente, por quatro
dias, em sementes de arroz, foi observado um prejuizo significativo na germinacao.
Quando as sementes foram expostas por uma hora ao fipronil, 48 h apds a
germinagao, o crescimento pos-germinacédo também foi diminuido (STEVENS et al.,
1998 apud TINGLE et al., 2003).

O uso de fipronil pode representar um risco para a saude de seres humanos,
pois €& considerado toxico, pela sua potencialidade de induzir morte celular,
independente do fendtipo da célula. Isto sugere que esse inseticida age sobre os
componentes celulares comuns a varios organismos, se ndo em todos os tipos
celulares (VIDAU et al. 2009).

As analises dos indices mitoticos, obtidas dos meristemas radiculares tratados
com o inseticida fipronil, ndo mostraram resultados conclusivos, reforgcando as
descricdes de Matsumoto e Marin-Morales (2004; 2006), Fernandes et al. (2007) e
Leme e Marin-Morales (2008), de que este parametro, indice mitdtico, nédo confere
um bom indicativo de citotoxidade de agentes quimicos.

Em relacdo as aberragbes cromossémicas, €& sabido que essas

anormalidades podem levar a diversas alteracdes, que pode ter ou ndo acgéo
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mutagénica. Dentre as aberragdes cromossémicas, as C-metafases sao alteragbes
que evidenciam a agao aneugénica de uma substancia, por esta inativar,
completamente, o fuso mitético das células (FISKEJO, 1985; FISKEJO, 1993). Neste
caso, nenhuma placa equatorial é organizada, podendo acarretar em um
impedimento da divisdo dos centrdmeros. Segundo Krisch-Volders et al. (2002), a
indugdo de C-metafases pode levar a formacao de nucleos polipldides. Nucleos
polipléides podem, segundo Fernandes et al. (2007), resultar na formacao de uma
grande quantidade de micronucleos.

Marcano e Del Campo (1995) e Marcano et al. (1998) consideram as
aderéncias cromoss6micas como uma AC sinalizadora de a¢ao genotdxica toxica de
um quimico. Esta aberragao decorre, provavelmente, em efeitos irreversiveis para a
célula, podendo leva-la @ morte. Para Giacomelli (1999), estas alteragbes originam
pontes e, conseqlientemente, quebras cromossémicas, afirmacao esta corroborada
por Marcano et al. (2004), que afirma que as pontes cromossOmicas séo decorrentes
de aderéncias, acrescentando ainda que elas podem ser multiplas e persistirem até
a teléfase.

Pela analise das células meristematicas de A. cepa, submetidas a agao do
inseticida fipronil, pdde-se perceber que houve inducdo de alteragbes
cromossOmicas, para as duas concentragcdes testadas do inseticida, com
fotodegradacdo e sem fotodegradacao, tanto na presenca quanto na auséncia de
luz. Foram registradas metafases e anafases com perdas cromossomicas; C-
metafases; metafases com aderéncias cromossémicas, teléfase com pontes e
células polipldides. Dentre todas as aberragdes observadas, as metafases com
aderéncia, anafase com pontes e com perdas foram as alteragdes mais frequientes.
Desta forma, podemos inferir que o inseticida fipronil agiu mais no citoplasma do que
no nucleo celular, pois as irregularidades mais encontradas foram as consideradas
decorrentes de agao citoplasmatica, especificamente as que alteram a polimerizagéo
das tubulinas, e ndo de acdo direta no material genético. Nossos resultados
corroboram os resultados apresentados por Pedro (2008), para a acao deste
inseticida.

Pelos resultados obtidos, observamos que os testes realizados na auséncia
de luz, comparados com os na presencga de luz, mostraram que o produto tem uma
maior acao genotoxica na presenga de luz, o que reforga a possivel agao de um dos

metabolitos do fipronil (MB 46513 - decorrente da degradacéo por fotdlise) ser o
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responsavel pela indugdo das anormalidades cromossOmicas acima descritas,
confirmando as citagcbes de Tingle et al. (2003) e Pedro (2008), para a
periculosidade deste agente. Os resultados mais impactantes deste trabalho foram
obtidos com as germinacdes realizadas no claro, tanto para os testes com a solugéo
fotodegradada como nao fotodegradada, embora a germinagéo realizada no claro
com a solugéo fotodegradada ainda exibiu resultados mais significativos que a nao
fotodegradada.

Os resultados aqui obtidos para A. cepa sao indicativos de que esta espécie
caracteriza-se em um bom organismo teste para ensaios de genotoxicidade do
fipronil, reforgando as descrigbes de outros autores para outros quimicos ambientais,
tais como herbicidas (FERNANDES et al., 2007), hidrocarbonetos (LEME, MARIN-
MORALES, 2008) e metais pesados (MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2005;
2006).

Quanto a persisténcia da agédo deste inseticida sobre sistemas biolégicos,
podemos sugerir, pelas nossas observacdes obtidas nos testes de recuperacgéo, que
para as maiores concentragdes, o fipronil continua agindo na célula, mesmo quando
se interrompe a exposicao a ele, indicando um efeito persistente do produto. Esta
persisténcia deve estar relacionada com os metabdlitos formados na sua
degradacéo, principalmente as derivadas da fotdlise. Como foi observado nos testes
de recuperagcdo, pode-se sugerir também, que o fipronil apresenta menor
persisténcia nas menores concentragdes. As irregularidades cromossémicas, citadas
acima, sao alteracbes que podem levar a formacdo de células com nucleos
irregulares e/ou células micronucleadas. As células com micronucleos, assim como
as quebras cromossdmicas, s&o consideradas indicativas da agdao mutagénica de
um produto. Segundo Ribeiro (2003), os micronucleos sao resultantes de fragmentos
cromossOmicos acéntricos ou de cromossomos inteiros que nao foram incluidos no
nucleo principal. Assim, os micronucleos representam perdas da cromatina, em
consequéncia de danos cromossOmicos estruturais ou numeéricos, sendo estes
ultimos decorrentes de danos no aparelho mitético.

Uma substéncia capaz de induzir a formacéo de micronucleos pode ser
classificada como de agao clastogénica ou aneugénica. A acgado clastogénica é
comprovada pela presenga de micronucleos decorrentes de quebras

cromossOmicas, durante o processo de divisdo celular, ao contrario da acéo
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aneugénica, que acontece pela inativagdo do fuso mitético, acarretando em perda de

cromossomos inteiros, ficando os mesmos ausentes no nucleo principal da célula.

6. CONCLUSAO

As andlises dos indices mitéticos, obtidas dos meristemas radiculares tratados
com o inseticida fipronil, ndo mostraram resultados conclusivos mostrando que este
parametro ndo confere um bom indicativo de citotoxidade de agentes quimicos.

A genotoxicidade e a mutagenicidade do inseticida foi estimada pelos
registros de indugédo de AC, MN e quebras cromossGmicas em células de A. cepa,
apos germinagcéo de sementes desta planta em duas concentragbes do inseticida
fipronil. Os unicos resultados significativos para mutagenicidade do inseticida foram
obtidos pelos indices aumentados de células micronucleadas.

Os parémetros indicativos de genotoxicidade e mutagenicidade, observados
pela acao do fipronil sob o sistema-teste de A. cepa, foram mais significativos para
as concentragcdes testadas na presenca de luz, tanto para a solugdo nao
previamente exposta como para a solugdo previamente exposta a luz solar,
confirmando a agdo do metabdlito decorrente de fotodegradagao. Assim, temos um
indicativo de que, possivelmente, o metabdlito MB 46513, formado pela fotdlise do
fipronil, seja o principal indutor de danos no DNA de A. cepa.

Pelos nossos resultados, podemos inferir que os testes de MN, realizados em
células meristematicas e F4 do organismo-teste A. cepa, constituiu um bom
parametro para a detecgao da agdo mutagénica do inseticida fipronil. Estes dados
nos sugerem que residuos de fipronil podem caracterizar-se em um perigo para
espécies vegetais ndo alvo, principalmente, quando expostas as baixas
concentragdes, que podem ser decorrentes de residuos de aplicagdes realizadas em
solos de cultura. Estes dados reforcam a preocupacdo de diversas instituicdes
ambientais e de pesquisadores, quanto a atual utilizag&do indiscriminada do inseticida

aqui estudado.
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