
          

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

INSTITUTO DE BIOCIÊNCIAS – RIO CLARO unesp 
 
 

 
 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 
BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

 
 
 
 

INVESTIGAÇÃO DOS EFEITOS TÓXICOS, CITOTÓXICOS, GENOTÓXICOS E 
MUTAGÊNICOS DO INSETICIDA CURBIX® 200SC (ETHIPROLE) EM 

ORGANISMOS NÃO ALVOS 
 
 
 
 
 

THAYS DE ANDRADE GUEDES 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Dissertação apresentada ao 
Instituto de Biociências do 
Campus de Rio Claro, 
Universidade Estadual Paulista, 
como parte dos requisitos para a 
obtenção do título de Mestre em 
Ciências Biológicas (Biologia 
Celular e Molecular) 

Fevereiro - 2015 



 
INVESTIGAÇÃO DOS EFEITOS TÓXICOS, CITOTÓXICOS, GENOTÓXICOS 

E MUTAGÊNICOS DO INSETICIDA CURBIX® 200SC (ETHIPROLE) EM 
ORGANISMOS NÃO ALVOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

THAYS DE ANDRADE GUEDES 
 
 
 
 
 
 
 

Orientadora: Profª. Drª. Carmem Silvia Fontanetti Christofoletti  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Dissertação apresentada ao Instituto de 
Biociências da Universidade Estadual 
Paulista, Campus de Rio Claro, como 
parte dos requisitos para obtenção do 
título de Mestre em Ciências Biológicas, 
área de Biologia Celular e Molecular 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

Fevereiro/2015 



 

Guedes, Thays de Andrade
       Investigação dos efeitos tóxicos, citotóxicos, genotóxicos
e mutagênicos do inseticida Curbix® 200SC (ethiprole) em
organismos não alvos / Thays de Andrade Guedes. - Rio
Claro, 2015
       80 f. : il., figs., gráfs., tabs.

       Dissertação (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Biociências de Rio Claro
       Orientador: Carmem Silvia Fontanetti Christofoletti

       1. Inseticidas. 2. Fenilpirazol. 3. Allium cepa. 4.
Oreochromis niloticus. 5. Aberrações cromossômicas. 6.
Anormalidades nucleares. I. Título.

 
543.5
G924i

	 Ficha Catalográfica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Rio Claro/SP





AGRADECIMENTOS 

 

 Agradeço ao meu Deus, que me amou primeiro e me ensinou, através da sua 

Palavra, a buscar insistentemente a felicidade. Que me permitiu vencer os meus 

obstáculos que, muitas vezes, achei que seria incapaz e que tem cuidado de mim e me 

guiado para as ótimas oportunidades de tenho vivido e que ainda irei viver. 

 Aos meus pais, que me deram a vida, que me ensinaram o respeito, a gratidão e 

o perdão. Que diversas vezes se sacrificaram para que eu pudesse ter as melhores 

formas de educação. Que me deram os melhores amigos do mundo, os meus irmãos. 

Lucas, Camila, Elis, Flávia e Mel – sou completamente apaixonada e agradecida por ter 

vocês! Por me ensinarem a importância da família e me apresentarem à Veruza e ao 

Petrônio. Pessoas que escolheram dividir suas vidas e que, independente dos 

“drasto(a)”, também são integrantes da minha família. 

 À Amanda Prina, amiga espontânea e verdadeira que tem sido minha maior 

companheira aqui em Rio Claro. Ao W. Kyusk, pelo respeito, pelo carinho e por cuidar 

tão bem do meu coração. Aos meus amigos João, Douglas, Léo, André, Franscisco, 

Mirian, Carlos e Barbara.  

 Aos fofoletes, Cleiton, Luiza, Matraca, Maria Paula, Annelise, Yadira, Jorge, 

Cristina, Júlia, Bairral, Vini, Cintya e Camila, pessoas lindas que tenho a honra de 

dividir a orientação da Profa. Dra. Carmem e que têm me ensinado e me ajudado a 

crescer como pós-graduanda. Em especial a Yadira, Jorge, Cintya e Matraca pela 

parceria nos experimentos. 

Aos amigos da mutagênese ambiental, Michele, Lais, Cris, Livia, Leo, Nádia, 

Raquel, Maria, Matheus e Márcia, pelos ótimos momentos juntos. Ao Lu, sempre do 

outro lado do corredor. 

 À minha orientadora Carmem, por me acolher, pela paciência, por ser muito 

mais que uma orientadora. Por ser psicóloga, mãe e disciplinadora. A quem eu tenho 

muito orgulho de ser orientada! 

 A todos os professores do departamento de biologia, da biologia celular e 

molecular, pela transmissão de conhecimento durante o mestrado. A todos os colegas do 

departamento de biologia pelo convívio agradável de todos os dias. 



RESUMO 

 

Os inseticidas representam uma grande proporção dos compostos sintetizados pela 

indústria química para uso doméstico e na agricultura. Devido ao aumento da resistência 

das pragas aos antigos pesticidas e sua delicada implicação para a saúde pública, está 

havendo uma substituição progressiva por novas famílias de inseticidas. Nos últimos 

anos, o fipronil deixou de ser uma das melhores alternativas dentre os inseticidas e 

passou a ser alvo de órgãos governamentais e da comunidade científica, para 

progressiva supressão mundial por conta de seus efeitos deletérios sobre o meio 

ambiente. Estudos comparados sobre a eficiência de um novo membro da família 

fenilpirazol, demonstram que, o ethiprole, mesmo com sua menor lipofilicidade e menor 

toxicidade, é basicamente tão efetivo quanto seu análogo fipronil. Este composto tem 

sido largamente utilizado em monoculturas como cana-de-açúcar e arroz e 

comercializado como um inseticida foliar e de solo e para o uso do tratamento de 

sementes. No entanto, pouco se sabe sobre a ação do ethiprole nos organismos não 

alvos e se a incidência luminosa influencia sua ação. Este trabalho teve por objetivo 

investigar a potencialidade tóxica, citotóxica, genotóxica e mutagênica do Curbix®, 

produto comercial do ethiprole. As avaliações foram feitas pelos testes de aberrações 

cromossômicas (AC) e de micronúcleos (MN) em Allium cepa (cebola) e pelos testes do 

MN e ensaio do cometa em Oreochromis niloticus (tilápia do Nilo). Os testes com A. 

cepa indicaram genotoxicidade para as todas as concentrações de ethiprole e 

citotoxicidade em todas as concentrações expostas a luz. A maior indução de brotos 

nucleares sugeriu uma ação aneugênica para o inseticida. Os testes com O. niloticus 

apontaram genotoxicidade do inseticida apenas para a menor concentração testada, 

demonstrando menor sensibilidade desses organismos teste às concentrações testadas do 

ethiprole em relação a cebola.  

 

Palavras-chave: fenilpirazol, Allium cepa, Oreochromis niloticus, aberrações 

cromossômicas, anormalidades nucleares 



ABSTRACT 

 

Pesticides represent a large proportion of the compounds synthesized by the chemical 

industry for domestic and agriculture use. The oldest families are being progressively 

replaced by new families of insecticides due to increased resistance to the old pesticides 

and their delicate implication for public health. In recent years, fipronil is no longer one 

of the best alternatives among the insecticides and happened to be in the crosshairs of 

government agencies and the scientific community for progressive global suppression 

because of its deleterious effects on the environment. Comparative studies on the 

efficiency of a new member of the phenylpyrazole family show that the ethiprole is 

basically as effective as analog fipronil, even with its lower lipophilicity and lower 

toxicity. This compound has been widely used in crops like cane sugar and rice and 

marketed as a foliar and soil insecticide and the use of seed treatment. However, little is 

known about the action of ethiprole on non-target organisms and the light incidence 

influence their action. This study aimed to investigate the potential toxic, cytotoxic and 

genotoxic of Curbix®, commercial product ethiprole. The evaluations were made by 

chromosome aberration test (CA) and micronuclei (MN) in Allium cepa (onion) and the 

MN test and comet assay in Oreochromis niloticus (Nile tilapia). The A. cepa tests 

indicated genotoxicity for all ethiprole concentrations and cytotoxicity at all 

concentrations exposed to light. The most induction of nuclear buds suggested 

aneugenic action for the insecticide. The O. niloticus tests pointed pesticide 

genotoxicity only for the lowest concentration tested, it shows lower sensitivity of these 

organisms than the onion. 

 

Keyword: phenylpyrazol, Allium cepa, Oreochromis niloticus, chromosome aberration, 

nuclear abnormalities 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

 A liberação de um número cada vez maior de químicos sintéticos no meio ambiente 

leva a possíveis efeitos prejudiciais como poluição do solo, da água e do ar. Além do mais, 

esses agentes não permanecem limitados às áreas nos quais são aplicados, podem alcançar 

regiões onde causem efeitos adversos nos organismos vivos (HOLT, 2000). Por isso, as 

agências governamentais e as comunidades civil e científica têm se preocupado com o 

impacto que esses contaminantes vêm causando ao ambiente e, consequentemente, sobre as 

populações humanas (AU; RIBEIRO, 2003). 

 Segundo Holt (2000), as fontes de poluição podem ser classificadas em pontuais e não 

pontuais. As emissões de fontes não pontuais são de difícil controle e variam com o tempo e 

espaço. Um exemplo típico de fonte não pontual é a utilização de agrotóxicos no solo. Os 

agrotóxicos têm como propriedade comum o bloqueio de um processo metabólico vital de 

organismos alvos, agindo diretamente na eliminação ou no controle desses organismos para 

os quais são tóxicos (GRISOLIA, 2005). No Brasil, estima-se que dois terços da população 

estejam expostos a contaminação ambiental ou ocupacional, em diferentes níveis, aos efeitos 

nocivos desses agentes químicos (BOLOGNESI, 2003; PERES et al., 2005).  

 Uma boa parcela dessa contaminação se dá pelo manuseio e a aplicação do produto 

sem o uso de equipamentos de segurança adequados. Para Londres (2011), o “uso seguro”, 

artifício usado pela indústria agroquímica para mascarar os perigos de seus produtos, mostra-

se absolutamente impossível. Isso se deve a fatores como dificuldade em seguir as 

recomendações de segurança no campo e a própria incapacidade desses métodos fornecerem 

real segurança. 

 Além disso, é importante destacar que alguns agrotóxicos podem contribuir para a 

ocorrência de intoxicações e desenvolvimento de doenças respiratórias, cardíacas, alérgicas, 

reprodutivas, degenerativas e de câncer. Estas adversidades decorrem do fato de alguns 

componentes químicos, presentes nos agrotóxicos, apresentarem características genotóxicas 

e/ou mutagênicas, que os tornam capazes de interagir com o DNA, o que pode promover nos 

organismos expostos, por exemplo, alterações numéricas ou estruturais nos cromossomos e 

ativação ou inativação de genes (VENTURA-CAMARGO et al., 2008; RODRÍGUEZ et al., 

2015). 

 Para a investigação dos possíveis efeitos dos agrotóxicos, é interessante que se utilize 

diferentes ferramentas de análises que juntas possam dar um diagnóstico mais preciso e 

completo para posteriores pareceres sobre o químico estudado. No entanto, para tais análises é 
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pertinente que sejam mensurados os efeitos que essas substâncias causam nos organismos 

vivos. Neste contexto, indicadores biológicos – ou bioindicadores – são necessários para 

determinar o grau de impacto que estes agentes possam causar no meio. 

 Os bioensaios com plantas superiores também têm sido recomendados para detecção 

de contaminantes no meio (GRANT, 1982). A utilização de Allium cepa (cebola comum) é 

considerada ferramenta útil para a pesquisa básica do potencial genotóxico e citotóxico de 

produtos químicos devido a sua elevada sensibilidade, baixo custo, rapidez, facilidade de 

manipulação e da utilização de amostras sem tratamento prévio (LEVAN, 1938; LEME; 

MARIN-MORALES, 2009). Uma das mais antigas ferramentas utilizadas para estudos de 

avaliação em A. cepa, o teste de aberrações cromossômicas (AC), permite quantificar uma 

série de parâmetros como determinação de índice mitótico e indução de micronúcleos e de 

anormalidades no ciclo celular (GRANT, 1994). 

 Devido a sua capacidade de resposta a agentes xenobióticos equiparadas aos 

mamíferos, os peixes têm sido muito utilizados em testes de genotoxicidade de agentes 

químicos e físicos (AL-SABTI, 1986). A espécie Oreochromis niloticus (tilápia do Nilo) 

possui grande uso em diversos tipos de avaliações de componentes químicos no ambiente 

(GRISOLIA et al., 2005). Entre as diferentes ferramentas utilizadas nestes peixes, o teste de 

micronúcleo (MN) é de grande valia por ser um teste rápido, confiável, sensível e se abstém 

de equipamentos caros para sua realização (BARŠIENE; LOVEJOY, 2000). Os MN são 

formados por meio de quebras cromossômicas (clastogênese) e distúrbios no fuso mitótico 

(aneugênese) fazendo com que os fragmentos consequentes desses eventos não sejam 

incorporados ao núcleo das células filhas durante a divisão celular (ARKHIPCHUK; 

GARANKO, 2005; BOLOGNESI; FENECH, 2012). Juntamente com os MN, as 

anormalidades nucleares (AN) também podem ser observadas nos eritrócitos de peixes como 

um endpoint de genotoxicidade. Elas são classificadas em “blebbed”, “lobed”, “notched” 

(CARRASCO et al., 1990) e se distinguem de acordo com a morfologia que o núcleo 

apresenta. 

 Outro teste amplamente usado em peixes é o ensaio do cometa – eletroforese em gel 

de célula única. Quando comparado com outros testes de genotoxicidade, o ensaio do cometa 

se destaca por consistir na detecção de pequenos danos no DNA. O teste ainda apresenta 

vantagens como requerimento de pequeno número de células, flexibilidade, precisão, fácil 

aplicação, reprodutibilidade e curto período de tempo para a realização do experimento. Por 

este motivo, este método tem sido utilizado a mais de duas décadas como ferramenta para 
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investigação de genotoxicidade no ambiente aquático (MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; 

COLLINS, 2004; SOUZA; FONTANETTI, 2012). 

 Os inseticidas representam uma grande proporção dos compostos sintetizados pela 

indústria química para uso doméstico e na agricultura. No entanto, devido ao aumento da 

resistência das pragas aos antigos pesticidas e sua delicada implicação para a saúde pública, as 

famílias mais antigas estão sendo progressivamente substituídas por novas famílias de 

inseticidas. Em menos de 10 anos, o fipronil, representante da família fenilpirazol, foi 

considerado como uma das melhores alternativas dentre os inseticidas (RAP-AL URUGUAY, 

2004), contemplou o posto de um dos agrotóxicos mais utilizados no mundo e, hoje, é alvo de 

órgãos governamentais e da comunidade científica para sua progressiva supressão mundial 

por conta de seus efeitos deletérios sobre o meio ambiente (BIJLEVELD VAN LEXMOND et 

al., 2015; BONMATIN et al., 2015; PISA et al., 2015; SIMON-DELSO et al,. 2015; VAN 

DER SLUIJS et al., 2015). 

 Neste sentido, Arthur (2002) e Caboni et al. (2003) realizaram estudos comparados 

sobre a eficiência de um novo membro da família fenilpirazol, o ethiprole. Segundo os 

autores, mesmo com sua menor lipofilicidade e menor toxicidade, o inseticida se apresentou 

basicamente tão efetivo quanto seu análogo fipronil. Então, em 2010 foi produzido o 

Curbix®, composto comercial do ethiprole, que segundo o fabricante conta com três grandes 

diferenciais: rápido efeito de choque, manutenção dos níveis de infestação da praga, além de 

pertencer a um novo grupo químico para controle de cigarrinhas (Mahanarva fimbriolata). O 

fabricante recomenda que o inseticida seja utilizado sem exposição à luz. 

 Este inseticida tem sido largamente utilizado em monoculturas como cana-de-açúcar e 

arroz e comercializado como um inseticida foliar e de solo e para o uso do tratamento de 

sementes (USEPA, 2011; LAMBERTH; DINGES, 2012). Ele atua nos receptores GABA 

(ácido gama-aminobutírico) dos insetos, de forma a hiperexcitar o sistema nervoso central e 

levar o organismo a morte (COLE, 1993). No entanto, até hoje não há na literatura estudos 

que investiguem a ação do ethiprole nos organismos não alvos a nível celular e o quanto a 

incidência luminosa influência sobre isso. 

 Assim, este trabalho teve por objetivo investigar a potencialidade tóxica, citotóxica, 

genotóxica e mutagênica do Curbix®, produto comercial do ethiprole, por meio dos sistemas 

testes A. cepa (cebola) e O. niloticus (tilápia do Nilo), expostos a diferentes concentrações do 

inseticida, tomando como base, a dose utilizada em solo na cultura de cana-de-açúcar. 

Também foi testada a influência da incidência da luz sobre o resultado. 
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2. OBJETIVOS 

 

 Diante do grande uso agrícola do inseticida Curbix®, o presente trabalho teve por 

objetivo: 

 Investigar o potencial tóxico, citotóxico genotóxico e mutagênico do inseticida 

Curbix®, utilizando o teste de aberrações cromossômicas e micronúcleos em células 

meristemáticas de A. cepa (cebola), tanto em ensaios de germinação realizados na 

ausência de luz, quanto na presença de luz. 

 Determinar a frequência de micronúcleos em células da região F1 de A. cepa, visando 

a avaliação da permanência destes no sistema. 

 Analisar, identificar e quantificar os principais tipos de aberrações mitóticas induzidas 

pelo inseticida Curbix®, sob o sistema teste A. cepa. 

 Avaliar o potencial genotóxico deste pesticida em O. niloticus (tilápia), por meio do 

teste do micronúcleo associado à anormalidades nucleares e ensaio do cometa em 

sangue periférico destes animais. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA  

 

3.1. Organismos testes e ensaios utilizados na detecção de danos no DNA 

 

 O potencial de indução de danos genéticos por diferentes compostos químicos pode 

ser avaliado por meio de diferentes ferramentas e organismos testes. Há uma grande 

quantidade de organismos utilizados como teste, a escolha de um organismo específico varia 

de acordo com o objetivo do estudo. É importante salientar que espécies distintas podem, 

muitas vezes, produzir resultados diferentes tanto pelas diferenças de suas taxas metabólicas 

quanto por suas condições fisiológicas específicas (CAMPANA et al., 2003). Já as 

ferramentas mais indicadas para estudos de monitoramento ambiental devem ser aquelas com 

maior facilidade de execução e com capacidade de gerar resultados rápidos e reprodutíveis 

(FISKEJÖ, 1985). 

 As plantas superiores têm sido consideradas sensíveis e simples e, segundo Grant 

(1994), os testes que as utilizam produzem poucos resultados falsos. Ma et al. (1995) 

ressaltam que os vegetais são receptores biológicos diretos e, por isso, são importantes para 

testes genéticos e de monitoramento ambiental. As plantas mais utilizadas na avaliação de 

toxicidade de diferentes compostos são Allium cepa, Tradescantia spp e Vicia faba. Por meio 

desses sistemas podem ser realizados ensaios de aberrações cromossômicas e de micronúcleo 

(FERNANDES et al., 2007; STA et al., 2012; RODRÍGUEZ et al., 2015). 

 A espécie A. cepa foi um dos primeiros sistemas a serem utilizados para análises dos 

efeitos de compostos químicos sobre o material genético. Seu início se deu por Levan, em 

1938, ao demonstrar a toxicidade da colchicina em células meristemáticas de raízes. Após 

passar por alterações em sua metodologia para abranger maior número de químicos 

(FISKEJÖ, 1985; MA et al., 1995); atualmente, o teste de aberrações cromossômicas e de 

micronúcleo nessa espécie oferece bons resultados para avaliação de efeitos citotóxicos, 

genotóxicos e mutagênicos de várias substâncias (MATSUMOTO et al., 2006; LEME; 

MARIN-MORALES, 2009). 

 Esta espécie é frequentemente utilizada por apresentar células meristemáticas 

homogêneas, cromossomos grandes e em número baixo (16 cromossomos), grande número de 

células em divisão, alta tolerância a diferentes condições de cultivo, disponibilidade durante o 

ano todo, baixo custo, fácil manuseio e por serem facilmente coradas e observadas 

(MATSUMOTO et al., 2006; KURÁS et al., 2006). 
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 Dentre os contaminantes, os agentes genotóxicos e mutagênicos são os mais 

preocupantes e têm sido foco de inúmeros estudos. Eles são capazes de induzir alterações no 

material genético, podendo colocar em risco as futuras gerações por apresentarem 

característica de herdabilidade e promoverem efeitos imediatos como o comprometimento da 

saúde dos organismos expostos (RIBEIRO, 2003). Uma das ferramentas mais utilizadas para 

avaliação desses poluentes é o teste de aberrações cromossômicas (AC). Este teste é um dos 

poucos métodos diretos capazes de medir alterações em organismos expostos a potenciais 

agentes carcinogênicos (RANK et al., 2002). 

 As AC são decorrentes de mudanças cromossômicas, numéricas ou estruturais,  

podendo ser espontâneas ou por meio da exposição a agentes químicos e físicos (RUSSEL, 

2002). A alteração estrutural pode ser resultado de quebras ou troca de material genético 

(SWIERENGA et al., 1991). Quebras cromossômicas, comumente induzidas por agentes 

clastogênicos (indutores de quebra no DNA), devem ser consideradas como um sinal de alerta 

para a ocorrência de danos herdáveis no material genético (NICHOLS, 1973). No entanto, 

algumas quebras podem ser reparadas ou levar a célula à morte, deixando de causar mutações 

herdáveis. Os agentes aneugênicos interferem no fuso mitótico, causando erro durante a 

segregação mitótica (GRANT, 1982) e associam-se a estruturas que fazem parte do ciclo 

celular e as moléculas presentes no aparato do fuso mitótico (KIRSCH-VOLDERS et al., 

2002). 

 Outra ferramenta muito utilizada é o teste do micronúcleo (MN). Este teste é vantajoso 

pela simplicidade da análise dos resultados e por ser capaz de ser aplicado em qualquer 

sistema em proliferação (HAYASHI et al., 1998). Em plantas, como A. cepa, o teste do 

micronúcleo é avaliado em células da região F1 (região não meristemática) ou ainda 

conjuntamente, com as aberrações cromossômicas em células meristemáticas como um 

indicativo de mutagenicidade (YI et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009; 

CHRISTOFOLETTI et al., 2013). 

 O mecanismo de formação dos micronúcleos é o mesmo para todos os organismos. Os 

MN são resultantes de fragmentos cromossômicos acêntricos ou de cromossomos inteiros 

que, durante a divisão celular não são incluídos no núcleo principal da célula (FENECH, 

1997). Também podem ser formados a partir do processo de poliploidização espontânea ou 

por ação de xenobiontes. Na tentativa de restaurar as condições normais do núcleo, esse 

excesso de DNA é eliminado do núcleo principal (FERNANDES et al., 2007). Estes MN 

podem ser reparados ou não pela célula; caso estes permaneçam, podem induzir uma mutação 

(FENECH et al., 2011). 
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 O ambiente aquático está a todo o momento exposto a um grande número de 

substâncias tóxicas que nele são lançadas. Há diversas vias de contaminação da água: 

poluição natural, não associada à atividade humana; poluição industrial, causada nos 

processos industriais pelos resíduos líquidos, sólidos e gasosos; poluição urbana, por meio dos 

esgotos domésticos; poluição agropastoril, causada pelo uso de defensivos agrícolas, 

fertilizantes, excremento de animais e erosão; poluição acidental, através do derramamento de 

substâncias poluentes, que acabam por chegar a rios e mares, gerando a contaminação dos 

ecossistemas aquáticos (DERÍSIO, 1992; RASHED, 2001). 

 Dentre os vertebrados, os peixes são considerados organismos modelo para o 

monitoramento da genotoxicidade aquática e da qualidade das águas residuais, devido sua 

capacidade de metabolizar xenobiontes e acumular poluentes (GRISOLIA; CORDEIRO, 

2000). Além disso, os peixes representam o último nível trófico na cadeia alimentar aquática e 

são muito sensíveis a mudanças ambientais (LAKRA; NAGPURE, 2009). As espécies de 

peixes mais comumente utilizadas em avaliações da toxicidade de xenobiontes são Rhamdia 

quelen e Oreochromis niloticus.  

 Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae) é uma espécie de peixe 

comercialmente importante no sudeste do Brasil, particularmente no estado de São Paulo. 

Popularmente chamada de tilápia do Nilo, esta espécie é também comumente encontrada em 

estuários de todo o mundo, sendo reconhecida pela sua sensibilidade em responder, 

rapidamente, às alterações ambientais (VIJAYAN et al., 1996). Por isso, é muito utilizada 

para estudar o efeito das mais diversas substâncias tóxicas presentes no meio aquático 

(GRISOLIA; CORDEIRO, 2000; GRISOLIA et al., 2005). 

 Entre as diversas técnicas existentes para detectar efeitos genotóxicos e mutagênicos 

de diferentes substâncias em peixes, o teste do micronúcleo associado às anormalidades 

nucleares e o ensaio do cometa têm sido frequentemente utilizados pela comunidade científica 

(GHISI et al., 2011; FUZINATTO et al., 2013).  

 O teste de micronúcleo (MN) era uma ferramenta aplicada somente em camundongos. 

A partir de 1982, passou a ser utilizada em peixes devido a modificações na sua metodologia 

(HOOFTMAN; DE RAAT, 1982) e atualmente é de grande valia, por ser um teste rápido, 

confiável, sensível e por se abster de equipamentos caros para sua realização (BARŠIENE, 

LOVEJOY, 2000). Os eritrócitos de peixes são especialmente preferidos para este teste, pois 

sendo nucleados, os micronúcleos podem ser marcados facilmente como resultado de 

atividade clastogênica dos xenobiontes (AL-SABTI; METCLAFE, 1995; LEMOS et al., 

2005). 
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 Em eritrócitos de peixes, além do teste de mutagenicidade por meio da análise de 

micronúcleos, outras anormalidades nucleares podem ser observadas. Carrasco et al. (1990) 

classificaram essas anormalidades como: “blebbed”, “lobed” e “notched”; ainda pode ser 

observada durante a análise dos eritrócitos a presença de brotos nucleares. Essas 

anormalidades são contabilizadas no momento da análise do micronúcleo. Portanto, como 

ainda não estão esclarecidos os mecanismos de formação de tais anomalias, não há um 

consenso sobre a analogia dos tipos de irregularidades nucleares e o micronúcleo (AYLLÓN; 

GARCIA-VAZQUEZ, 2000; ÇAVAS; ERGENE-GÖZÜKARA, 2003); com isso, as  

anormalidades nucleares vêm sendo usadas por vários autores como biomarcador de 

genotoxicidade (CAMPANA et al., 2003;  ERGENE et al., 2007; AHMED et al., 2011; 

ÇAVAS, 2011). 

 O ensaio do cometa é uma técnica que permite detectar lesões transitórias no DNA 

(RIBEIRO et al., 2003). Essas lesões podem ser reparadas ou resultarem em mutação gênica 

(PFUHLER et al., 2011). A imagem resultante após aplicação do teste, vista pelo 

microscópio, lembra a figura de um cometa, com uma cabeça distinta, composta por DNA 

intacto e uma cauda proeminente, composta por fragmentos de DNA (KASUBA et al., 2012). 

 A incidência de dano está relacionada com o tamanho da cauda, ou seja, quanto maior 

os danos induzidos no DNA analisado, maior é a cauda do cometa. Assim, células sem cauda 

apresentam nenhum ou pouco dano (TICE, 1995). Já células mortas ou em processo de morte 

resultam em cometas com uma cabeça pequena ou inexistente e uma cauda grande e difusa, 

contendo quase todo o DNA do nucleóide (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005). 

 Segundo Frenzilli et al. (2008), as vantagens do ensaio do cometa incluem capacidade 

de detectar danos genotóxicos a nível celular individual; necessidade de pequeno número de 

células para sua realização; é um método relativamente fácil de se conduzir e mais sensível 

que outras ferramentas que avaliem quebra cromossômica; ainda, respostas rápidas após 

exposição genotóxica. 
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3.2. Família fenilpirazol e seus efeitos sobre os organismos expostos 

 

 A revisão referente a este item foi compilada na forma de um artigo de revisão, 

apresentado a seguir: 
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RESUMO 

 

Os agrotóxicos tem como propriedade a eliminação ou o controle de organismos alvos para os 

quais são tóxicos. Eles podem ser fungicidas, inseticidas, herbicidas, nematicidas, entre 

outros. Os inseticidas têm a função de controlar insetos pragas da agricultura, um dos fatores 

redutores de produtividade, sem injuriar as culturas agrícolas. Dentre os inseticidas, a classe 

dos fenilpirazóis vem se destacando na indústria agroquímica nos últimos dez anos. A ação 

deste inseticida se dá pela sua ligação ao canal de cloro, bloqueando a ativação da condução 

dos estímulos nervosos, pelo ácido gama-aminobutírico (GABA), causando a hiperexcitação 

do sistema nervoso e acarretando, assim, na morte do animal. Fipronil, ethiprole e buteno-

fipronil são análogos pertencentes aos fenilpirazóis e merecem atenção pela sua crescente 

utilização pela indústria agroquímica. Estudos demonstram eficácia em organismos alvos. Em 

controvérsia, investigações estão sendo realizadas a respeito dos potenciais danos que estes 

químicos causam em organismos não alvos expostos aos mesmos. Porém, pouco se sabe sobre 

essa classe de inseticidas, o que reforça a necessidade de maiores esclarecimentos a respeito 

dos fenilpirazóis e seus efeitos nos organismos não alvos. Assim, essa revisão teve por 

objetivo reunir estudos realizados com três de seus representantes enfocando sua toxicidade 

nos mais diversos organismos. 

 

Palavras-chave: toxicidade, ethiprole, fipronil, buteno-fipronil 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Os agrotóxicos têm como propriedade comum o bloqueio de um processo metabólico 

vital de organismos alvos, agindo diretamente na eliminação ou no controle desses 

organismos para os quais são tóxicos. Nesse grupo de compostos químicos, encontram-se os 

fungicidas, inseticidas, herbicidas, nematicidas, entre outros, considerados extremamente 

agressivos ao meio ambiente e à saúde humana (GRISOLIA, 2005). De acordo com a Lei 

7.802, de 11 de julho de 1989, art. 2º inciso I, agrotóxicos são: “Os produtos e os agentes de 

processos físicos, químicos ou biológicos, destinados ao uso nos setores de produção, no 

armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na proteção de 

florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, 

hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composição da flora ou da fauna, a fim de 

preservá-las da ação danosa de seres vivos considerados nocivos”. 

 É inegável o aumento da produtividade agrícola e o auxílio no controle de vetores de 

diversas doenças que os agrotóxicos possibilitaram. Porém seu uso indiscriminado tem 

provocado diversos impactos sobre o meio ambiente. Dentre os efeitos nocivos, pode ser 

citada a presença de resíduos no solo, na água, no ar, nas plantas e animais. Além da 

contaminação ambiental, estes resíduos podem chegar ao homem através da cadeia alimentar 

e ocasionar danos à saúde (EDWARDS, 1973; HOLT, 2000). Diante disso, é cada vez mais 

crescente a preocupação de pesquisadores em relação à potencialidade dos agrotóxicos na 

contaminação do ambiente. 

 Esses químicos podem ser classificados quanto ao seu potencial de periculosidade 

ambiental (PPA), baseado no Decreto nº 98.816/90, levando-se em consideração as seguintes 

variáveis: bioacumulação, persistência, toxicidade a diversos organismos, potencial 

mutagênico, carcinogênico e teratogênico. Os produtos foram subdivididos nas classes I, II, 

III e IV, definidos como altamente perigoso, muito perigoso, perigoso e pouco perigoso, 

respectivamente (ANDREI, E. 1996). Outra classificação existente para os agrotóxicos 

acontece segundo seu potencial toxicológico, tendo em vista sua utilização e seu modo de 

ação (BRASIL, 1998). 
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Tabela 1. Classificação toxicológica dos agrotóxicos baseada nas DL50 (mg/kg) e CL50 
(mg/L). 

Classe Grau de toxicidade Dl50; CL50 

I Extremamente tóxico ≤10; ≤0,2 

II Altamente tóxico 10-100; 0,2-2 

III Medianamente tóxico >100-1000; >2-20 

IV Pouco tóxico >1000; >20 

 

 A toxicidade é uma propriedade que reflete o potencial de uma substância em causar 

um efeito danoso a um organismo vivo. Ela depende da concentração e das propriedades da 

substância química à qual o organismo é exposto e também do tempo de exposição (RAND et 

al., 1995). Assim, é recomendável avaliar o efeito de uma substância para mais de uma 

espécie para que, por meio do resultado obtido com o organismo mais sensível, seja possível 

estimar com mais segurança o impacto do contaminante no meio ambiente (GHERARDI-

GOLDSTEIN et al., 1990). 

 Os testes de toxicidade podem ser classificados em agudos e crônicos. Normalmente, o 

efeito medido em estudos de toxicidade aguda é a letalidade ou alguma outra manifestação do 

organismo que a antecede como, por exemplo, o estado de imobilidade. Este teste permite que 

sejam determinados os valores de CL50 e DL50, concentração e dose de amostra que causa 

mortalidade de 50% dos organismos, em um período de 24 a 96 horas (GHERARDI-

GOLDSTEIN et al., 1990). 

Há ainda testes que avaliem os efeitos de um agente químico ou físico a nível celular. 

Estas ferramentas são frequentemente utilizadas para detecção de lesões induzidas no DNA 

dos organismos, que podem ser genotóxicas ou mutagênicas. O termo genotoxicidade é 

caracterizado como uma alteração na molécula de DNA (formação de adutos, lesões na fita, 

síntese de DNA não programada e trocas entre cromátides irmãs). Esses efeitos podem ser 

transitórios, pois seu DNA pode ser reparado pelo próprio organismo. Já o termo 

mutagenicidade caracteriza-se pela indução de mutações gênicas ou cromossômicas, causando 

uma alteração permanente no material genético dos organismos (DEARFIELD et al., 2002). 

Dentre os agrotóxicos, o grupo dos inseticidas merece destaque pelo amplo uso em 

culturas que ocupam grandes extensões de terra, em especial, a cana-de-açúcar, segundo 

maior sistema de cultivo, responsável por 10,1% do consumo de defensivos no Brasil (IEA, 

2015). Segundo dados da União da Agroindústria Canavieira de São Paulo, o Brasil é o maior 

produtor de cana-de-açúcar do mundo, seguido pela Índia, Tailândia e Austrália (UNICA, 
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2015). A partir de 2008, o país passou a liderar o ranking de maior consumidor de 

agrotóxicos, passando os Estados Unidos que, até então, era o líder. 

Em 2013, a classe de inseticidas foi a que respondeu pelo maior valor das vendas, 

sendo responsável por 39,8% do faturamento total, ou seja, US$ 4,55 bilhões Brasil (IEA, 

2015). Do total de inseticidas comercializados, 93,8% foram de inseticidas de aplicação foliar 

e 6,2% para tratamento de sementes (IEA, 2015). Esses compostos têm como função o 

controle de insetos pragas da agricultura, um dos fatores redutores de produtividade, sem 

injuriar as culturas agrícolas e, de acordo com suas estruturas, são classificados nos seguintes 

grupos: inseticidas de origem vegetal, inseticidas inorgânicos e inseticidas organossintéticos 

(ANDREI, 2005; LARINI, 1999). 

Os inseticidas organossintéticos pertencem, na sua maioria, aos seguintes grupos 

químicos (ANDREI, 2005; LARINI, 1999): 

1. Organoclorados: compostos à base de carbono, com radicais de cloro. São 

derivados do clorobenzeno, do ciclohexano ou do ciclodieno 

2. Organofosforados: compostos orgânicos derivados do ácido fosfórico, do ácido 

tiofosfórico ou do ácido diotiofosfórico. 

3. Carbamatos: derivados do ácido carbânico. 

4. Benzoiluréias: compostos que apresentam como fórmula geral a estrutura 3-(2,6-

difluorbenzoil) ureia 

5. Piretróides: compostos que apresentam estruturas semelhantes à piretrina às 

piretrinas I e II, naturais nas flores de Chrysanthemum cinerariefolium. 

 

Os inseticidas são liderança ao que se refere à fabricação de compostos químicos para 

a agricultura e para uso doméstico. Contudo, através da pressão de seleção causada pelo uso 

extensivo dos antigos inseticidas e o desenvolvimento de resistência em muitos insetos 

(organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretróides), essas famílias estão sendo 

gradativamente substituídas por novas famílias de inseticidas. Entre as consequências 

drásticas da evolução da resistência estão a aplicação mais frequente de pesticidas, o aumento 

na dosagem do produto e, eventualmente, a perda de um produto ou de uma classe inteira de 

produtos (GEORGHIOU, 1990).  

Com isso, duas famílias relativamente novas estão sendo utilizadas como alternativa, 

os neonicotinóides e os fenilpirazóis. Dentre eles, os fenilpirazóis vêm se destacando na 

indústria agroquímica nos últimos dez anos, chegando a ser hoje uma das famílias mais 

utilizadas entre os inseticidas por todo o mundo. A introdução de novos compostos químicos 
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no meio ambiente, principalmente os inseticidas, tem contribuído substancialmente para o 

aumento nas taxas de alterações genéticas em organismos não alvos. Diante disso, a presente 

revisão tem como objetivo apresentar diversos estudos em que são abordados os principais 

representantes da classe fenilpirazol e seus efeitos deletérios sobre os organismos não alvos. 

 

2. CARACTERIZAÇÃO DA CLASSE FENILPIRAZOL 

 

A família fenilpirazol tem como constituintes estruturais aminas aromáticas e 

heterocíclicas. É representada por inseticidas sistêmicos que atuam sobre os receptores GABA 

(ácido gama-aminobutírico) de insetos, responsáveis pelo relaxamento do neurônio após o 

impulso nervoso, bloqueando a passagem de íons de cloreto pelas membranas pós-sinápticas 

dessas células nervosas. A ausência da inibição sináptica causa uma hiperexcitação do sistema 

nervoso central, levando a morte do organismo (figura 1) (COLE et al., 1993). 
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Figura 1. Ação dos inseticidas fenilpirazóis sobre os insetos. (1) Função “calmante” dos 
receptores GABA (ácido gama-aminobutírico) de insetos, por meio do aumento da 
permeabilidade da membrana do neurônio pós-sináptico após o impulso nervoso; (2) ação dos 
fenilpirazóis sobre os GABA, provocando hiperexcitabilidade do sistema nervoso central. 

 
Fonte: Ilustração das autoras. 
 

Esta família surgiu como uma alternativa aos inseticidas organoclorados, por 

apresentar uma menor toxicidade sem interferir em sua efetividade no controle e combate dos 

insetos alvos (TINGLE et al., 2003). Atualmente, esse grupo possui 10 compostos como 

representantes. São eles: acetoprole, buteno-fipronil (ou flufiprole), ethiprole, 

fipronil, piraclofos, pirafluprole, piriprole, pirolan e vaniliprole (figura 2).  

  

(2) 

(1) 

• – íons de Cl-  
x – ação do inseticida 

Neurônio pré-sináptico                Neurônio pós-sináptico 

Neurônio pré-sináptico                Neurônio pós-sináptico 
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Figura 2. Nomes, fórmulas empíricas e estruturais dos representantes da classe Fenilpirazol. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  
Fonte: Ilustração das autoras 

 

Dentre os fenilpirazóis, destacam-se três representantes que atualmente têm sido muito 

utilizados no Brasil na agricultura e nas residências para combate de insetos praga, tanto de 

vegetais como de animais. São eles: fipronil, ethiprole e buteno-fipronil.  

  

Acetoprole 
C13H10Cl2F3N3O2S 

Buteno-fipronil 
C16H10Cl2F6N4OS 

Ethiprole 
C13H9Cl2F3N4OS 

Fipronil 
C12H4Cl2F6N4OS 

Piraclofos 
C14H18ClN2O3PS 

Pirafluprole 
C17H10Cl2F4N6S 

Vaniliprole 
C20H10Cl2F6N4O2S 

Pirolan 
C13H15N3O2 

Piriprole 
C18H10Cl2F5N5S 
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3. PRINCIPAIS REPRESENTANTES DA CLASSE FENILPIRAZOL 

 

3.1. Fipronil 

 

O fipronil foi descoberto e desenvolvido entre os anos 1985 e 1987 (TINGLE et al., 

2003), chegando ao mercado em 1993 (TOMLIN, 2000). Foi o primeiro inseticida fenilpirazol 

introduzido para controle de pragas e considerado um dos inseticidas mais bem sucedidos a 

mais de uma década por ser altamente versátil. Pertencente à segunda geração de inseticidas 

que atuam no bloqueio do canal clorídrico do receptor GABA, o fipronil é comercialmente 

registrado sob diversas formas e denominações (Quadro 1): 

 

Quadro 1. Algumas formas e denominações do inseticida fipronil, disponível comercialmente 
no Brasil e no mundo. 

Princípio ativo Nome comercial Concentração do 
princípio Titular do registro 

Fipronil Fipronil Nortox 80% m/v NORTOX 

Fipronil Frontline Topspot 10% m/v MERIAL 

Fipronil Topline 1% m/v MERIAL 

Fipronil Regent 800WG 80% m/m BASF 

Fipronil Tuit Florestal 80% m/m BASF 

Fipronil Klap 20% m/v BASF 

Fipronil Belure 25% m/v BASF 

Fipronil Termidor 2,5% m/v BASF 

Fipronil Shelter 25% m/v ADAMA 

 

É um inseticida cuja classificação toxicológica é de classe II (altamente tóxico), 

caracterizado como um composto de contato e ingestão, com modo de ação que varia de 

espécie para espécie, em algumas sendo mais importante o efeito da ingestão, enquanto em 

outras a ação de contato é a mais considerável. Este produto foi o primeiro fenilpirazol 

indicado como alternativa aos inseticidas organofosfoclorados, por apresentar toxicidade 

menor que estes químicos. Ele é utilizado para controle de insetos pragas em culturas de 
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algodão, arroz, batata, cana-de-açúcar, cevada, feijão, milho, pastagens e trigo, na agricultura 

e tratamento de ectoparasitas de animais, como pulgas e carrapatos, em residências (IKEDA, 

2001; TINGLE et al., 2003; THEODORIDIS, 2006). 

O produto ativo fipronil é também encontrado em formulações utilizadas na 

veterinária no qual é aplicado nos pelos de animais e tem sua ação prolongada pelo seu efeito 

reservatório nas glândulas sebáceas. Segundo o fabricante, o Frontline® não é sistêmico. 

Desta forma, não é transportado pela corrente sangüínea, o que o caracteriza como pouco 

tóxico e indicado para uso em pequenos animais. O produto pode ser aplicado em filhotes de 

cães e gatos, portadores de Dermatite Alérgica a Picadas de Pulgas (DAPP). 

 

3.1.1. Impactos nos organismos não alvos 

 

Em busca de novos inseticidas para substituição das famílias antigas e 

comprovadamente tóxicas aos organismos não alvos, o fipronil surgiu como uma excelente 

escolha, pois era menos tóxico que os utilizados na época e pertencia a outro grupo de 

pesticidas. Com isso, foram necessários estudos de investigação de seu potencial tóxico sobre 

os organismos não alvos. Portanto, a partir de 1996 foram reportados estudos sobre os efeitos 

adversos do fipronil em diferentes organismos, inclusive o homem (Tabelas 3 e 4). A 

classificação toxicologíca apresentada na tabela 4 foi realizada pelos autores deste trabalho, 

baseada nas CL50 e DL50 estipuladas nos estudos de toxicidade em organismos não alvos, 

juntamente com os valores e classificações definidos de acordo com a Lei nº 7.802, de 11 de 

julho de 1989 que dispõe sobre a pesquisa, a produção, a embalagem e rotulagem, o 

transporte, o armazenamento, a comercialização, a propaganda comercial, a utilização, a 

importação, a exportação, o destino final dos resíduos e embalagens, o registro, a 

classificação, o controle, a inspeção e a fiscalização de agrotóxicos, seus componentes e afins.  
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Tabela 2. Estudos dos efeitos adversos do fipronil nos organismos não alvos 
Táxon Espécie Concentração de 

dose avaliada Principais efeitos observados Referências 

     
Algas 

unicelulares 
Scenedesmus 

subspicatus 
0,08 e 0,16mg/L Inibição e redução da taxa de 

crescimento 
ACP, 1999 

Abelhas Apis melifera 0,01 ng/abelha Injúria na atividade 
metabólica dos neurônios 

Roat et al., 2013 

Leguminosas Cicer arietinum, 
Pisum sativum, 

Lens esculentus e 
Vigna radiata 

0,2 mg/ kg Redução no crescimento de 
raiz e parte aérea; interferência 
nas características simbióticas 

Ahemad e Khan, 
2011 

Crustáceos Crassostrea 

virginica 

1,2 mg/L Redução da produção fecal ACP, 1999 

 Amphiascus 

tenuiremis 

0,00042 mg/L Atraso no desenvolvimento; 
comprometimento na 

reprodução 

Chandler et al., 2004 

Peixes Danio rerio 0,33 mg/L Perda de resposta de fuga; 
encurtamento do eixo 
longitudinal do corpo; 

degeneração da notocorda dos 
embriões 

Stehr et al., 2006 

Rhamdia quelen 0,0002 mg/L Dano nos eritrócitos; não 
houve genotoxicidade 

Ghisi et al., 2011 

Pimephales 

promelas 

0, 14 mg/L Natação prejudicada Beggel et al., 2010 

0, 03 mg/L Mudança na transcrição dos 
genes 

Beggel et al., 2012 

Roedores Rattus norvegicus 280 mg/kg Redução no nível de gravidez Ohi et al., 2004 

26-28 mg/kg/dia Fertilidade, consumo 
alimentar, tamanho da 

leitegada e ganho de peso 
reduzidos 

Tingle et al., 2003 

Mus musculus 50 mg/kg Efeito genotóxico Oliveira et al., 2012ª 

15-50 mg/kg Processos autofágicos; 
esteatose; morte celular por 

necrose 

Oliveira et al., 
2012b 

Aves Colinus 

virginianus 

11 mg/kg Perda de massa corporal Kitulagodage et al., 
2011a 

Gallus gallus 

domesticus 

37,5 mg/kg Redução da massa corporal; 
anormalidades no 
desenvolvimento e 

comportamento dos filhotes 

Kitulagodage et al., 
2011b 

Humanos Homo sapiens 8 mg/kg Baixa interferência nos 
receptores GABA 

Hainzl et al., 1998 

1 mM/mL Genotoxidade em células da 
tonsila palatina 

Tish et al., 2007 
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Tabela 3. Estudos da toxicidade (DL50 e CL50) do fipronil em organismos não alvos 
Táxon Espécie Classificação toxicológica Referências 

    
Crustáceos Daphnia pulex Classe I Stark; Vargas, 2005 

 Amphiascus tenuiremis Classe I Chandler et al., 2004 

 Procambarus clarkii Classe I Schlenk et al., 2001 

 P. zonangulus Classe I Schlenk et al., 2001 

 Diaptomus castor Classe III Chaton et al., 2002 

 Mysidopsis bahia Classe I ACP, 1999 

 Streptocephalus 

sudanicus 

Classe I Lahr et al., 2001 

Abelhas Melipona scutellaris Classe II Oliveira et al., 2012a 

 Scaptotrigona postica Classe II Jacob et al., 2013 

Roedores Mus musculus Classe II mConnelly, 2011 

 Rattus norvegicus Classe II Tingle et al., 2003 

Aves Anas platyrhynchos Classe IV Tingle et al., 2003 

 Phasianus colchicus Classe II Tingle et al., 2003 

 Alectoris rufa Classe II Tingle et al., 2003 

 Colinus virginianus Classe II Tingle et al., 2003 

 Columba livia Classe IV Tingle et al., 2003 

 Spizella pusilla Classe IV Tingle et al., 2003 

 Taeniopygia guttata Classe III Kitulagodage et al., 2008 

Peixes Lepomis macrochirus Classe I USEPA, 1996 

 Cyprinus carpio Classe II Tingle et al., 2003 

 Oreochromis niloticus Classe I Tingle et al., 2003 

 Oncorhynchus mykiss Classe II USEPA, 1996 

 Cyprinodon variegatus Classe I USEPA, 1996 

Répteis Acanthodactylus 

dumerili 

Classe II Peveling; Demba, 2003 

DL50 para abelhas, roedores, aves e répteis – mg/kg; CL50 para peixes e crustáceos – mg/L. Note que 
kg em DL50 refere-se ao peso do corpo do animal tratado. Classe I: extremamente tóxico; classe II: 
altamente tóxico; classe III: medianamente tóxico; classe IV: pouco tóxico. 
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Pesquisas sobre a dinâmica da degradação do fipronil foram desenvolvidas por vários 

autores, como descrito por Tingle et al. (2003) e Pei et al. (2004). Os autores discorreram que 

em contato com o ambiente, o fipronil pode ser degradado em diversos metabólitos, 

dependendo das condições ambientais onde ele foi aplicado, tais como: MB46513 (desulfinil-

fipronil), MB45950 (sulfido-fipronil), MB46136 (sulfono-fipronil) e RPA200766 (amino-

fipronil) provenientes das reações de fotólise, hidrólise, oxidação e redução.  

Em invertebrados marinhos como a espécie Daphnia pulex, metabólitos do fipronil 

também superam a sua toxicidade. O sulfido-fipronil possui ação tóxica 6,6 vezes maior e o 

sulfono-fipronil 1,9 maior (USEPA, 1996). 

Investigações com o metabólito desulfinil-fipronil em peixes de água doce 

demonstraram uma maior toxicidade que o próprio inseticida, sendo 6,3 vezes mais tóxico em 

truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) e 3,3 vezes mais tóxico para o peixe sol (Lepomis 

macrochirus) (USEPA. 1996; RAVETON et al., 2007). Do mesmo modo, o metabólito 

sulfono-fipronil se apresentou com maior toxicidade que o fipronil em aves. Os resultados 

demonstraram extrema toxicidade em aves de caça e toxicidade moderada em aves aquáticas 

(USEPA, 1996). 
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3.2.Ethiprole 

 

O ethiprole (apresentado comercialmente como Curbix®) é caracterizado pelo 

fabricante como um inseticida de contato e ingestão de classificação toxicológica III 

(medianamente tóxico). Este agente é comercializado para o controle de pulgões, gafanhotos, 

bicho mineiro, vaquinha, percevejos, cupins, tripes e gorgulhos como um inseticida foliar e de 

solo, e para o uso do tratamento de sementes (LAMBERTH; DINGES, 2012). 

Arthur (2002) averiguou a ação do ethiprole no controle de pragas em sementes 

armazenadas de trigo e milho. De acordo com os resultados obtidos em sua pesquisa, 

constatou a eficácia do inseticida no controle de curculionídeos em grãos armazenados tanto 

quando administrado sozinho como em combinação com outros inseticidas. Isto ocorreu 

devido à ação do ethiprole em exterminar as larvas antes que chegassem à fase adulta. 

Quando avaliado com outros representantes de sua classe, o ethiprole é considerado o 

inseticida com menor toxicidade de contato (WANG et al., 2012a,b; 2013a,b). Porém, apesar 

de possuir uma atividade menor que o fipronil em lepidópteros, seu espectro de ação é maior 

em insetos sugadores (LAMBERTH; DINGES, 2012). 

 

3.2.1. Impactos nos organismos não alvos 

Poucos estudos que avaliem os impactos do ethiprole sobre os organismos não alvos 

são encontrados na literatura.  

Vidau et al. (2009), investigaram o potencial citotóxico dos fenilpirazóis em células 

epiteliais humanas. Depois de 72 horas de exposição, o ethiprole não foi citotóxico para estas 

células, expostas a 150 µM do produto. Os autores explicaram que o ethiprole, produzido a 

partir do fipronil, é menos danoso às células devido a sua lipofilicidade mais baixa e a 

substituição do radical trifluorometil-sulfinil, presente no fipronil, pelo grupo etil-sulfinil para 

a formulação deste inseticida. 

Estudo da influência de vários inseticidas em predadores naturais de insetos pragas em 

cultura de arroz demonstrou que o Ethiprole 10SC, na concentração de 25 g/ha, possui menor 

toxicidade para insetos predadores da espécie Cyrtorrhinus lividipennis (KUMARAN et al., 

2009). Com o mesmo objetivo, Kurar et al. (2010) combinaram o ethiprole com o inseticida 

imidaclopride (ethiprole 40% + imidaclopride 40%) e estudaram seus efeitos em aranhas e 

insetos predadores. De acordo com os resultados encontrados, o tratamento com essa 
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combinação de inseticidas foi instituído como mais seguro para predadores encontrados em 

culturas de arroz. 

Zhao et al. (2012) avaliaram os riscos tóxicos de vários inseticidas utilizados em 

organismos normalmente encontrados em culturas de arroz. Os parasitóides de ovos de 

lepidópteros da espécie Trichogramma japonicum são muito utilizados nessas culturas como 

controle biológico. Por meio da CL50 do ethiprole para esses organismos, o inseticida foi 

considerado menos tóxico que seus análogos (fipronil e buteno-fipronil). 

O ethiprole ainda pode influenciar sobre o comportamento de forrageamento e a 

polinização de abelhas. Foi o que Sharma e Abrol (2014) estudaram com espécimes de 

abelhas africanizadas, A. mellifera. Os autores observaram que o ethiprole apresentou alta 

atividade residual após 24 horas que as flores foram pulverizadas. Nesse sentido, é descrito na 

literatura que a pulverização de agrotóxicos pode causar atrasos no forrageamento e 

comportamentos alterados como agitação, agressividade e crescimento na auto limpeza das 

abelhas (VAIDYA et al., 1996). 

 

3.3. Buteno-fipronil 

 

O inseticida buteno-fipronil foi desenvolvido na China como uma possível alternativa 

ao fipronil. Não há registros sobre sua classificação toxicológica por meio de bula ou nos 

bancos de dados disponíveis. No entanto, estudos mostraram que ele é um excelente inseticida 

para controle efetivo de diversas espécies de pragas como Lepidoptera, Hemiptera, Coleoptera 

e Orthoptera (NIU et al., 2008; LIU et al, 2009; YUAN et al., 2009). Sua toxicidade de 

contato foi investigada por Niu et al. (2007) em larvas de traças-das-crucíferas (Plutella 

xylostella). Os resultados do teste de campo demonstraram que o composto buteno-fipronil foi 

um inseticida de rápida toxicidade de contato, com eficácia em longo prazo. 

Devido intensiva administração do fipronil por muitos anos, muitos insetos têm 

desenvolvido resistência a este inseticida. Com isso estudos com compostos análogos ao 

fipronil tornam-se necessários. Estudando a resistência cruzada dos fenilpirazóis fipronil, 

buteno-fipronil e ethiprole em insetos sugadores da espécie Nilaparvata lugens, Zhao et al. 

(2011) inferiram que o ethiprole não serve como alternativa ao fipronil, para uso no solo, pois 

os insetos pragas resistentes ao fipronil são, consequentemente, também resistentes ao 

ethiprole. Já o buteno-fipronil serve como uma potencial alternativa, mesmo pertencente à 

mesma classe dos anteriores.   



| 31 

 

3.3.1. Impactos nos organismos não alvos 

 

Segundo Wang et al. (2012a), as vespas sem ferrão, parasitas do gênero 

Trichogramma, desempenham um papel importante como inimigos naturais de muitos 

lepidópteros em uma ampla gama de culturas agrícolas. Em estudos comparados com 30 

inseticidas comumente utilizados na agricultura de diferentes classes químicas, o buteno-

fipronil foi considerado medianamente tóxico para T. ostriniae (WANG et al., 2012a); 

altamente tóxico para T. nubilale (WANG et al., 2012b); tóxico para T. evanescens (WANG 

et al., 2013a). Os autores ainda demonstraram que este inseticida apresentou uma maior 

toxicidade de contato entre todos os inseticidas testados e, consequentemente, o mais tóxico 

entre os fenilpirazóis. Porém, o buteno-fipronil foi considerado seguro para parasitas da 

espécie T. confusum (WANG et al., 2013b). 

Arain et al. (2014) investigaram os efeitos do buteno-fipronil em insetos dípteros da 

espécie Drosophila melanogaster. Através dos resultados, puderam concluir que este 

inseticida é menos tóxico em indivíduos adultos que em larvas. Ainda sugeriu que, como o 

buteno-fipronil é pulverizado durante o forrageamento e/ou postura, é altamente eficiente no 

controle de insetos praga e relativamente seguro para insetos não alvos. Este estudo 

concordou com os resultados de Yu et al. (2012) que, ao investigarem a toxicidade do buteno-

fipronil em mariposas da espécie Bombyx mori, pode inferir que tal inseticida é seguro para 

insetos não alvos. 

 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Como foi possível observar por meio do levantamento bibliográfico, os representantes 

da família fenilpirazol foram desenvolvidos como alternativas a antigos inseticidas que, após 

vários estudos, foram restritos ou até banidos por serem considerados perigosos ao meio 

ambiente; o mesmo ocorreu com o fipronil. Depois de anos sendo considerado um bom 

inseticida de substituição, foi banido em países como no Uruguai, China e Reino Unido e tem 

seu uso restrito aos aplicadores certificados ou sob a supervisão direta de um aplicador 

certificado pela Agência dos Estados Unidos de Proteção Ambiental (EPA). Não possui 

registro na Alemanha, sendo, no entanto, permitido apenas o uso emergencial para a cultura 

da batata. 

Os trabalhos citados nessa revisão vêm reafirmar a potencialidade do fipronil em 

causar alterações deletérias no comportamento e no material genético dos organismos não 
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alvos. Além disso, foi constatado em peixes de água doce que o metabótico MB46513, 

proveniente de sua degradação, pode ser até 30 vezes mais tóxico que o próprio fipronil. 

Ainda que sejam escassos, os estudos com o ethiprole demonstraram que ele é um 

inseticida eficaz contra pragas e relativamente seguro para organismos não alvos. No entanto, 

um estudo mostrou alta presença de seus resíduos 24h após a pulverização em flores, podendo 

comprometer o forrageamento e a polinização de abelhas africanizadas. Da mesma forma, o 

buteno-fipronil está conquistando o meio agrícola por ser eficaz na sua ação inseticida e, 

como exposto em um estudo, pode ser usado como uma alternativa ao fipronil, pois não 

apresenta resistência cruzada com este inseticida. 

 Por fim, por meio dessa revisão fica clara a necessidade de maiores estudos com 

variados organismos teste para uma maior elucidação dos químicos que estão sendo 

utilizados, seja no campo ou de forma doméstica e seus efeitos nos organismos não alvos que 

estão a eles expostos direta ou indiretamente. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Composto testado 

 

 Neste estudo foi utilizado o produto comercial Curbix® 200SC (5-amino-l-[2,6-

dicloro-4-trilluorometil)fenil]-4-[(etil)-sulfinil]-1H-pirazol-3carbonitrila), Nº CAS: 181587-

01-9, no qual contêm a concentração de 200 g/L de ethiprole. 

 

4.2. Material biológico 

 

 Para realização dos bioensaios, foram utilizados dois organismos teste: 

 Sementes de cebola (Allium cepa, Liliaceae) do mesmo lote (32443-S2) e variedade (Baia 

Periforme). As sementes foram estocadas no escuro a 6-10ºC até serem utilizadas. 

 Peixes da espécie Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae), também conhecido 

como tilápia do Nilo. No total foram utilizados 50 peixes com tamanho médio de 10 cm, a 

fim de evitar diferenças intraespecíficas relacionadas ao tamanho e idade dos indivíduos. 

Os espécimes foram oriundos de piscicultura, foram mantidos no Jardim Experimental do 

Instituto de Biociências, UNESP, Campus de Rio Claro. Os tanques tiveram aeração 

constante e os animais alimentados com ração comercial. 

 

4.3. Bioensaio com A. cepa 

 

 Sementes de A. cepa foram colocadas para germinar em placas de Petri (n= 100 para 

cada amostra) forradas com papel filtro contendo os controles negativo e positivo e as 

concentrações testadas (1µL/L, 0,5 µL/L e 0,25 µL/L) de ethiprole. O controle negativo foi 

montado com água destilada. Para o controle positivo, foi utilizado o herbicida aneugênico 

Trifluralina® (CAS 1582-09-8) na concentração de 0,019 ppm (FERNANDES et al., 2007). 

Os ensaios foram desenvolvidos com sementes expostas à germinação tanto em ambiente com 

presença de luz como com ausência de luz, uma vez que, segundo informação do fabricante, 

este produto é degradado pela luz. 

 As sementes foram expostas por um período de 96 horas, quando as radículas 

atingiram cerca de 1,5 centímetros. Decorrido este tempo, as sementes que não germinaram 

foram contabilizadas e foram coletadas todas as raízes das sementes que germinaram. Então, 

as raízes foram fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de álcool etílico PA:1 parte de ácido acético 
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glacial PA – v:v) por 6 h, sendo, após este período, transferidas para um novo Carnoy, onde 

foram mantidas em geladeira até sua utilização para a confecção das lâminas e posterior 

análise citológica. 

 

4.3.1. Testes de aberrações cromossômicas e micronúcleos em células meristemáticas 

 

Para os testes de aberrações cromossômicas e micronúcleos em células meristemáticas 

de raiz de cebola foi adotado o protocolo Sax; Sax (1968) com adaptações. As raízes foram 

submetidas à hidrólise ácida em HCl 1N a 60º C por 9 minutos e, novamente, lavadas em 

água destilada (3 banhos de 5 minutos cada). Após essa etapa, as raízes foram transferidas 

para frascos escuros contendo reativo de Schiff por 2 horas. Efetuada a reação, as raízes foram 

novamente lavadas com água destilada para retirar o excesso de reativo. 

Para a confecção das lâminas, o material foi colocado sobre a lâmina, recoberto com 

lamínula e suavemente esmagado em uma gota de carmim acético (2%). As lamínulas foram 

extraídas em nitrogênio líquido e as lâminas montadas, permanentemente, com Permount para 

posterior análise. 

Para o estudo dos efeitos tóxicos, citotóxicos e genotóxicos foram confeccionadas 15 

lâminas para cada tratamento. Foram contadas, no mínimo, 300 células de cada lâmina 

analisada, totalizando 4.500 células por grupo experimental.  

A avaliação de toxicidade foi baseada no número de sementes germinadas pelo total 

de sementes utilizadas. A avaliação do potencial citotóxico foi baseada no índice mitótico 

(IM), sendo consideradas as porcentagens das células em divisão e das células em intérfase, 

seguindo a aplicação da fórmula a seguir: 

IM (índice mitótico) = n.º de células em divisão  x 100 

   n.º total de células observadas 

 A genotoxicidade foi baseada no índice de aberrações cromossômicas, calculado pela 

fórmula: 

IAC = n.° de células com aberrações cromossômicas x 100.  

  n.° total de células observadas 

As células portadoras de micronúcleos e quebras cromossômicas foram contabilizadas 

como um endpoint de mutagenicidade, sendo: 

IMT = n.° total de células com MN e quebras x 100. 

          n.° total de células observadas 
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A investigação em células da região F1 de A. cepa tem como objetivo investigar a 

permanência dos efeitos do inseticida ethirpole, sobre o material genético do organismo 

testado. A região F1 localiza-se cerca de 1mm acima da região meristemática; foi seguido o 

mesmo procedimento realizado para as células da região meristemática. 

Após a obtenção dos resultados dos efeitos deletérios do ethiprole, foi realizada 

análise estatística através do teste não paramétrico de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn com 

significância de p<0,05, no qual foi feita a comparação das concentrações testadas com o 

controle negativo (MARÔCO, 2014). 

 

4.4. Bioensaio com O. niloticus 

 

 Para a montagem dos bioensaios com peixes, o projeto foi submetido ao Comitê de 

Ética em Pesquisa no Uso Animal da UNESP, Rio Claro, SP (CEUA-IB- UNESP) sob 

protocolo nº 2001/2013. 

 Os espécimes foram aclimatados por um período de 15 dias em tanques com sistemas 

de aeração e filtragem, a temperatura média de 23ºC. Após o período de adaptação, foram 

utilizados cinco aquários, com capacidade de 40 litros cada (40x40x25), previamente aerados 

por 48 horas. Os peixes foram subdivididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais, 

cada grupo com cinco indivíduos. Para o controle negativo (CN) foi utilizada água de poço 

artesiano, para o controle positivo (CP), os animais receberam, por injeção com 20 mg/Kg de 

ciclofosfamida (KRISHNA; HAYASHI, 2000) 

 Nos demais tratamentos, o Curbix 200SC (ethiprole) foi diluído em três 

concentrações: 1µL/L (T1), dose indicada do produto comercial para aplicação em cultivo de 

cana-de-açúcar; 0,5 µL/L (T2), metade da dose para simular diluição natural; 0,25 µL/L (T3), 

um quarto da dose recomendada para simulação da sua ação residual. Todos os aquários 

foram cobertos por lona preta para evitar possível degradação do produto. 

 

4.4.1. Teste do Micronúcleo 

 

De cada peixe vivo retirou-se aproximadamente 0,3 mL de sangue, através de punção 

cardíaca, utilizando seringas heparinizadas, a fim de evitar a coagulação do sangue coletado. 

Após a punção, limpou-se a agulha com papel, com a finalidade de evitar a contaminação do 

sangue com líquido corporal e muco. A primeira gota foi descartada para evitar à 

contaminação do sangue, usando somente as gotas posteriores para a confecção das lâminas, 
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obtidas por meio da técnica de esfregaço sanguíneo. Três extensões sanguíneas foram 

realizadas para cada indivíduo. O material foi fixado em etanol absoluto por 10 minutos. Após 

24 horas, as lâminas foram submetidas à hidrólise ácida de 11 minutos, em banho-maria, a 

60°C e posteriormente à reação de Feulgen (MELLO; VIDAL, 1978). 

Para cada indivíduo foram analisados 3.000 eritrócitos, sob objetiva de imersão 

(100x), para a determinação da frequência de células micronucleadas. Na classificação de 

micronúcleos, alguns critérios foram adotados segundo Huber et al. (1983):  micronúcleo e o 

núcleo principal dentro do mesmo citoplasma; boa preservação e coloração do citoplasma e 

do núcleo; o diâmetro máximo do micronúcleo não deve ultrapassar a metade do núcleo; 

ausência de conexão entre núcleo e micronúcleo; manutenção da esfericidade do núcleo e 

micronúcleo. 

 Considerou-se também a presença de anormalidades nucleares, seguindo a 

classificação de Carrasco et al. (1990), juntamente com a observação de brotos nucleares 

(broken eggs): 

 “blebbed nuclei”, que corresponde a uma evaginação relativamente pequena do 

envoltório nuclear, o qual aparenta conter eucromatina ou, algumas vezes, 

heterocromatina; 

 “lobed nuclei”, correspondendo a núcleos com evaginações maiores, mas sem a 

mesma delimitação. Alterações morfológicas do núcleo foram incluídas nesta 

categoria, por exemplo, aumento da superfície nuclear, formando múltiplos lóbulos, 

caracterizando um núcleo disforme; 

  “notched nuclei”, descrito como uma invaginação da membrana. Ainda de acordo 

com este autor, núcleos “notched” parecem não conter material nuclear no local 

invaginado.  

 “broken eggs” podem estar unidos ao núcleo da célula principal por uma estrutura 

nucleoplasmática; 

 Tais anormalidades foram conjuntamente consideradas para a análise estatística. 

Para o teste estatístico foi realizada comparação dos resultados de cada tratamento 

com controle negativo; a normalidade dos dados foi testada pelo teste Shapiro Wilk e a 

significância entre os grupos foi obtida das seguintes formas: a. dados com distribuição 

normal foram analisados por meio do teste paramétrico ANOVA e post hoc de Tukey com 

significância de p<0,05; b. dados com distribuição anormal foram analisados por meio do 

não-paramétrico de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn, com p<0,05 (MARÔCO, 2014). 
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4.4.2. Ensaio do cometa 

 

 As lâminas foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusão normal 1,5%. 

Por meio de punção cardíaca, com seringas heparinizadas, retirou-se 0,3 mL de sangue dos 

peixes. Depois da punção cardíaca, 5 μL do sangue foram diluídos em 1000 μL de PBS 

(tampão fosfato-salino). Sobre as lâminas pré-gelatinizadas foram gotejadas 10 μL da 

suspensão celular misturadas a 120 μL de agarose de baixo ponto de fusão 0,5%, à 37°C, 

cobertas com lamínula e colocadas no refrigerador, por 5 minutos, para que o gel fosse 

solidificado. As lamínulas foram retiradas e as lâminas foram submetidas à solução de lise 

recém-preparada (1 mL de triton-X 100, 20 mL de DMSO e 79 mL de solução lise estoque: 

NaCl 2,5M, EDTA 100 mM e Tris 10 mM, pH 10,0- 10,5) com duração de uma hora, à 4°C. 

Após a lise, as lâminas foram transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese. Para as 

duas primeiras corridas, adicionou-se tampão alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH 

12,1) por 20 minutos. 

 Passado o tempo de relaxamento, submeteu-se as lâminas à eletroforese por 15 

minutos à 39V e 300mA (0,8V.cm-1); para a última corrida, seguiu-se a mesma metodologia, 

porém com tampão alcalino (NaOH 300mH e EDTA 1mM, pH>13). Toda a metodologia 

acima foi conduzida sob luz indireta. Ao término da eletroforese, as lâminas foram retiradas 

da cuba. A neutralização foi feita em três banhos de 5 minutos com tampão neutro (Tris-HCl 

0,4M, pH 75), para a remoção de sais e detergentes, secas à temperatura ambiente. 

 Para a análise das lâminas foram observados 100 cometas por lâmina, utilizando a 

classificação visual baseada na migração dos fragmentos de DNA do núcleo, segundo 

Rigonato et al. (2005). Os cometas obtidos foram classificados em quatro classes: classe 0 

(sem dano), classe 1 (pouco dano – nucleóides apresentando um tamanho de cauda inferior ao 

diâmetro da cabeça), classe 2 (dano médio – nucleóides apresentando um tamanho de cauda 

equivalente a uma ou duas vezes o tamanho do diâmetro da cabeça) e classe 3 (dano intenso – 

nucleóides apresentando o tamanho da cauda superior a duas vezes o diâmetro da cabeça). Os 

dados foram apresentados como freqüência de células com dano, a distribuição de classes e o 

escore de dano, calculado como a soma do número de células em cada classe e o total da 

classe multiplicado pelo valor da mesma (0-3). Logo, os escores podem variar de zero (todas 

as células sem dano - 0x100) a 300 (todas as células com dano máximo 3x100), segundo 

Rigonato et al. (2005). 

 Para realização do teste estatístico foi feita comparação do escore de cada tratamento 

com o controle negativo. A normalidade dos dados foi testada pelo teste Shapiro Wilk e a 
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significância entre os grupos foi obtida através do teste paramétrico ANOVA e post hoc de 

Tukey com significância de p<0,05 (MARÔCO, 2014). 
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5. RESULTADOS 
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Resumo 

 

O ethiprole, um inseticida fenilpirazol, está entre os pesticidas mais utilizados no Brasil em 

culturas de cana-de-açúcar, como uma alternativa ao uso de antigos inseticidas 

comprovadamente tóxicos ao meio ambiente, como por exemplo, seu análogo fipronil. A 

toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade de diferentes concentrações de seu composto 

comercial foram testadas em Allium cepa (cebola) por meio do teste de micronúcleo (MN) e 

aberrações cromossômicas (AC), em células meristemáticas e micronúcleos em células de 

geração F1. As concentrações testadas foram 1, 0,5 e 0,25 µL/L em bioensaios realizados com 

e sem a presença de luz. Os resultados demonstraram incidência significativa de AC, mas não 

significativa de MN, quando comparadas com o controle negativo. Observou-se pouca 

influência da luz nos resultados obtidos quando comparados os bioensaios. Diante destes 

resultados, pode-se inferir que o ethiprole possui ação genotóxica quando utilizado nas 

concentrações aqui estudadas. 

 

Palavras-chave: Teste do micronúcleo, citotoxicidade e genotoxicidade 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 É evidente o benefício que o uso de agrotóxico trouxe ao homem a partir do século 

XIX. Neste século, além do desenvolvimento da maquinaria agrícola e de fertilizantes, 

iniciou-se o emprego de pesticidas, como o DDT, um inseticida clorado. Com essas 

descobertas, foi possível distinguir a produtividade agrícola antes e depois da utilização dos 

primeiros defensivos (KNUTSON, 1999). Seus benefícios não se restringem ao meio agrícola, 

também são encontrados na indústria farmacêutica e em residências. No entanto, o uso destes 

pesticidas tem sido indiscriminado e trouxe consigo a necessidade de se estudar seus efeitos 

sobre os diferentes organismos a eles expostos (OLIVEIRA et al., 2012; MARCATO et al., 

2014; RODRÍGUEZ et al., 2015). 

 Inúmeros testes toxicológicos são utilizados para avaliar os efeitos adversos que os 

agrotóxicos produzem sobre os organismos. As plantas superiores são organismos adequados 

para estudos de toxicidade geral, devido à possibilidade de avaliar a indução de alterações 

genéticas como aberrações cromossômicas (AC) e formação de micronúcleos (MN) 

(FERETTI et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009; AUIB; FELZENSWALB, 2011). 

Dentre elas, a espécie Allium cepa (cebola) tem sido amplamente utilizada por conter células 

meristemáticas homogêneas com grandes e poucos cromossomos (2n = 16), bem visíveis e 

facilmente corados, permitindo uma melhor avaliação dos danos cromossômicos e/ou 

distúrbios na divisão celular (GRANT, 1982; FISKESJÖ, 1985; KURAS et al., 2006). 

 Os inseticidas podem ter diversos efeitos sobre os organismos. O fenilpirazol ethiprole 

é um inseticida de contato e ingestão de classificação toxicológica III (medianamente tóxico). 

Foi produzido para ser uma alternativa menos tóxica aos inseticidas que dominavam o meio 

agrícola, mas que hoje têm sido amplamente estudados e comprovadamente tóxicos aos 

organismos. É o caso do seu análogo fipronil, primeiro inseticida fenilpirazol introduzido para 

controle de pragas e considerado um dos inseticidas mais bem sucedidos a mais de uma 

década por ser altamente versátil, mas que hoje tem sido restrito ou banido em diversos 

países. 

 Este agente é antagonista competitivo do GABA (ácido gama-aminobutírico) de 

insetos. Age no bloqueio da passagem de íons de cloreto dos canais de glutamato-cloro 

(GluCl) impedindo a inibição sináptica. Isso causa uma hiperexcitação do sistema nervoso 

central e leva a morte do organismo (COLE et al., 1993). O ethiprole é comercializado como 

um inseticida foliar e de solo e para o uso do tratamento de sementes (LAMBERTH; 

DINGES, 2012).  
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 No Brasil, o ethiprole é comumente utilizado em culturas de algodão, arroz e cana-de-

açúcar (USEPA, 2011; DOU, 2012). O país, além de maior produtor da cultura de cana-de-

açúcar, seguido por Índia e China, é também o maior produtor de açúcar e etanol de cana, 

responsável por mais de 50% do açúcar comercializado no mundo. A área cultivada com 

cana-de-açúcar que tem sido colhida e destinada à atividade sucroalcooleira na safra 2014/15 

é estimada em aproximadamente 9.004,5 mil hectares, distribuídas em todos estados 

produtores (CONAB, 2014). Tais dados sugerem a demanda de grande quantidade deste 

pesticida no auxílio de monoculturas como a de cana-de-açúcar. Contudo, seus efeitos não se 

restringem às espécies alvos. Como é aplicado através de pulverização, pode atingir outros 

organismos levado pelos ventos ou lixiviado pelas chuvas.  

 Segundo o fabricante, é necessária a cobertura imediata após aplicação do produto, 

ainda que não haja estudos sobre os subprodutos advindos da degradação do ethiprole. Porém, 

baseado na prévia orientação em bula e da capacidade já comprovada de seu análogo fipronil 

em gerar metabólitos que podem ser até 30 vezes mais tóxicos (RAVETON et al., 2007), faz-

se necessária a investigação da influência da luz sobre a capacidade do ethiprole em causar ou 

não dano no material genético dos organismos expostos a ele. 

 Com isso, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos de diferentes 

concentrações do inseticida Curbix 200SC, produto comercial do ethiprole, em um organismo 

não alvo, sob a presença e a ausência de luz, por meio dos testes de aberrações 

cromossômicas e micronúcleo, utilizando A. cepa como organismo teste. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Composto testado 

 

 Foi utilizado o composto comercial Curbix 200SC, contendo como ingrediente ativo 

200 g/L de ethiprole (5-amino-1-(2,6-dicloro-α,α,α-(trifluoro-p-tolil)-4-etilsulfinilpirazol-3-

carbonitrila) (CAS 181587-01-9), Bayer CropScience Ltda. 

 

2.2. Solução do tratamento 

 

 O inseticida foi diluído em água ultrapura e as concentrações estudadas foram 

baseadas na menor dose indicada do produto comercial para aplicação em cultivo de cana-de-
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açúcar (T1 – 1µL/L), a metade da dose para simular diluição natural (T2 – 0,5 µL/L) e um 

quarto da dose recomendada para simulação da sua ação residual (T3 – 0,25 µL/L). 

 

2.3. Material biológico 

 

 Os bioensaios foram conduzidos com sementes de cebola (A. cepa, Liliaceae), de 

mesmo lote (32443-S2) e variedade (Baia Periforme). As sementes foram estocadas no escuro 

a 6-10ºC até serem utilizadas. 

 

2.4. Bioensaio 

 

 Foram usadas 100 sementes de A. cepa em cada bioensaio, de acordo com o protocolo 

de Sax; Sax (1968) com adaptações, para avaliar os potenciais tóxico, citotóxico e genotóxico 

do produto. As sementes foram dispostas em placas de Petri com papel filtro em temperatura 

constante de 23ºC por 96 horas. O controle positivo (CP) consistiu na exposição das sementes 

ao herbicida aneugênico Trifluralina® (CAS 1582-09-8) na concentração de 0.019 ppm 

(FERNANDES et al. 2007). O controle negativo (CN) consistiu na disposição das sementes 

para germinação em água ultrapura. Para investigação da fotodegradação do produto, foram 

realizados bioensaios com a presença de luz e sem a presença de luz, sendo estes compostos 

por placas envoltas em papel alumínio. 

 Para preparação das lâminas, pontas de raízes foram coletadas e fixadas em solução 

Carnoy (3:1, etanol: ácido acético glacial) por 6 horas, em seguida transferidas para um novo 

fixador e, então, mantidas em geladeira até serem usadas. Para análises citogenéticas, as raízes 

foram submetidas à reação de Feulgen (MELLO; VIDAL, 1978), que consiste na hidrólise 

ácida com HCl 1N à 60ºC por 9 minutos, seguida de três banhos com água destilada por 5 

minutos e posterior imersão do material no reagente de Schiff por duas horas. 

 Na montagem das lâminas, foi utilizado carmim acético 2% para coloração do 

citoplasma celular. As radículas foram levemente esmagadas entre lâminas e lamínulas, que 

posteriormente foram removidas com nitrogênio líquido e montadas com Permount para 

análise. Em cada lâmina foram analisadas 300 células, totalizando 4500 células por 

tratamento. As análises foram realizadas sob microscopia de luz. 

 A avaliação de toxicidade foi baseada no número de sementes germinadas pelo total 

de sementes utilizadas. A avaliação do potencial citotóxico foi baseada no índice mitótico 

(IM), calculado através da fórmula IM = (número de células em divisão/número total de 
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células observadas) x 100. A genotoxicidade foi baseada no índice de aberrações 

cromossômicas (IAC), calculado pela fórmula IAC = (número de células com aberrações 

cromossômicas/número total de células observadas) x 100. As células portadoras de 

micronúcleos e quebras cromossômicas foram contabilizadas como um endpoint de 

genotoxicidade e instabilidade cromossômica, porém se essas alterações não forem reparadas, 

podem resultar em mutação e, portanto, este parâmetro foi calculado como índice de 

mutagenicidade, sendo IMT = (número total de células com MN e quebras/número total de 

células observadas) x 100. 

 Para investigação da fixação dos danos observados nas células meristemáticas, foram 

contabilizados os MN presentes nas células da região F1, seguindo a mesma metodologia. 

 Os resultados obtidos nas concentrações testadas foram comparados com o controle 

negativo através do teste não paramétrico de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn com 

significância de p<0,05.  

 

3. RESULTADOS 

 

 Comparando a média das frequências do índice germinativo, foi possível observar que 

os resultados obtidos nas concentrações testadas foram parecidos com o CN, independente da 

incidência de luz, não sendo, portanto, observada toxicidade do inseticida sobre as sementes 

dos grupos experimentais (tabela 1). 

  

Tabela 1 – Frequência da toxicidade do Curbix 200SC em raízes de A. cepa expostas por 96 
horas. 

Tratamento Claro Escuro 

CN 0,50±0,16 0,63±0,02 

CP x 0,47±0,07 

T1 0,6±0,03 0,59±0,01 

T2 0,6±0,04 0,63±0,06 

T3 0,63±0,01 0,68±0,03 
CN: controle negativo; CP: controle positivo; T1: concentração 1 µL/L de Curbix; T2: concentração 
de 0,5 µL/L; T3: concentração de 0,25 µL/L; x: teste não realizado devido ao produto fotodegradável. 
 
 Todas as concentrações de ethiprole demonstraram-se citotóxicas em cebolas que 

receberam incidência luminosa, com médias de IM entre 11,23 (T3) e 11,77 (T2), enquanto o 

CN apresentou IM com média de 9,30 (tabela 2). 
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Tabela 2 – Valores de média e desvio padrão dos índices mitótico, genotóxico e mutagênico 
em células meristemáticas de A. cepa expostas a Curbix 200SC por 96 horas. 

Tratamento 
Claro Escuro 

IM IG IMT IM IG IMT 

CN 9,30±4,18 0,07±0,13 0,12±0,22 10,8±4,07 0,28±0,26 0,37±0,48 

CP x x x 6,92±2,72* 2,19±2,10* 1,67±1,41* 

T1 11,75±4,49* 0,39±0,39* 0,12±0,17 10,03±3 0,4±0,45 0,46±0,53 

T2 11,77±2,58* 0,23±0,28 0,06±0,12 9,68±3,81 0,6±0,46* 0,25±0,29 

T3 11,23±2,78* 0,26±0,28* 0,19±0,28 11,85±3,84 0,7±0,56* 0,34±0,5 
IM: índice mitótico; IG: índice de genotoxicidade; IMT: índice de mutagenicidade; CN: controle 
negativo; CP: controle positivo; T1: concentração de 1 µL/L de Curbix; T2: concentração de (0,5 
µL/L); T3: concentração de 0,25 µL/L; x: teste não realizado devido ao produto fotodegradável.  
* valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn, com 
p<0,05, quando comparados ao controle negativo. 

 

Todos os grupos expostos ao ethiprole apresentaram danos no DNA quando 

comparados com o controle negativo. As aberrações com maior incidência foram os brotos 

nucleares (BNs). O inseticida apresentou genotoxicidade na menor concentração (T3) de 

ambos os experimentos (claro e escuro). Com a presença de luz, o composto foi 

significativamente genotóxico no grupo com concentração indicada para utilização em campo 

(T1), o que não aconteceu com o mesmo na ausência de luz. Em contrapartida, quando os 

grupos T2 claro e T2 escuro foram comparados entre si, somente o grupo T2 escuro 

demonstrou resultados significativos de genotoxicidade (Tabela 2). 

Nenhuma das concentrações de ethiprole testadas nos dois experimentos apresentou 

presença significativa de MN, tanto na região meristemática (Tabela 1) quanto nas células da 

região F1 em cebolas (figura 1). A ocorrência de MN foi semelhante ou menor que a 

observada no controle negativo. 
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Figura 1 – Média e desvio padrão da frequência de MN em células da região F1. 

 
 
CN: controle negativo; CP: controle positivo; T1: [1 µL/L] de Curbix; T2: [0,5 µL/L]; T3: [0,25 
µL/L] de Curbix. 
* valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn, com 
p<0,05, quando comparados ao controle negativo. 
 

4. DISCUSSÃO 

  

 O inseticida ethiprole foi fabricado com o intuito de substituir antigos inseticidas 

tóxicos ao ambiente como o fipronil, análogo do qual foi criado. Ele tem sido cada vez mais 

utilizado em vários sistemas de monoculturas e, por isso, torna-se importante o conhecimento 

dos efeitos deste agente em organismos não alvos. O presente estudo almejou investigar os 

potenciais efeitos do ethiprole em A. cepa. Esta espécie tem sido considerada bastante 

favorável para avaliar os danos cromossômicos e os distúrbios no ciclo mitótico induzidos por 

agentes tóxicos (LEVAN, 1938). Por meio dos testes de aberrações cromossômicas e de 

micronúcleo, tem-se obtido bons resultados em estudos de efeitos tóxicos, citotóxicos, 

genotóxicos e mutagênicos de várias substâncias (CHRISTOFOLETTI et al., 2013; 

RODRÍGUEZ et al., 2015). 

 A frequência da germinação das sementes foi utilizada para investigar a possível 

toxicidade do ethiprole. Os dados apontaram para uma não toxicidade do ethiprole em 

sementes de A. cepa, de modo que, nas concentrações testadas para o inseticida, os resultados 

de toxicidade não diferiram dos encontrados no controle negativo, para nenhum dos ensaios 

realizados. Em estudos do efeito tóxico do fipronil em cebolas foram observados resultados 
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parecidos a este estudo, demonstrando que o fipronil também não apresentou toxicidade a 

essa espécie nas concentrações de 1,25 g/L, 0,625 g/L, 0,312 g/L e 0,156 g/L (PEDRO, 2008). 

 A citotoxicidade é demonstrada por meio do IM. Este parâmetro estima a frequência 

de divisão celular e é usado para identificar a presença de substâncias tóxicas no ambiente 

(FISKESJÖ, 1985). Segundo Hoshina (2002), o nível de citotoxicidade de um agente pode ser 

determinado pela variação do IM. IMs superiores ao controle negativo são consequentes do 

aumento da divisão celular. Este evento pode ser prejudicial para as células, pois pode levar à 

proliferação descontrolada e, ainda, à formação de tumor. As análises realizadas com o 

inseticida ethiprole nas diversas concentrações testadas revelaram valores não significativos 

de morte celular, porém houve aumento significativo no IM das concentrações de ethiprole 

expostas à luz. Com isso, é possível inferir que o ethiprole apresenta citotoxicidade em 

cebolas quando, após aplicação, é mantido exposto à luz. Em contrapartida, Pedro (2008) 

afirmou que o fipronil não apresentou citotoxicidade para essa espécie. 

 Agentes químicos são capazes de induzir aberrações cromossômicas por diversos 

mecanismos, dentre eles as ações clastogênica e aneugênica. A ação clastogênica é 

caracterizada pela quebra de cromossomo durante a divisão celular e a ação aneugênica é a 

perda de um ou mais cromossomos através da inativação de uma estrutura citoplasmática 

promovida por um agente (FENECH, 2000). 

 Pela análise das células meristemáticas de A. cepa, submetidas à ação do inseticida 

ethiprole, pode-se perceber que houve indução de alterações cromossômicas, para as diversas 

concentrações testadas do inseticida. Anomalias como aderência, perda e ponte foram 

frequentemente observadas. Porém, os brotos nucleares (BNs) foram as aberrações com maior 

incidência. BNs são caracterizados por terem a mesma morfologia do MN com a exceção de 

estarem conectados ao núcleo. No entanto, segundo Lindbergh et al. (2007), eles possuem 

mecanismos de origens diferentes. Os BNs representam o processo de eliminação de DNA 

amplificado, os complexos de reparo de DNA e, possivelmente, o excesso de cromossomo de 

células aneuplóides (WANG et al., 2004; MANSILLA et al., 2009; DUTRA et al., 2010). 

Esta aberração ocorre transitoriamente após ruptura das pontes cromossômicas (FENECH et 

al., 2011) sendo, portanto, de origem aneugênica. 

 Pelos resultados comparativos, obtidos entre os testes realizados na ausência de luz e 

na presença de luz, observamos que o produto possui ação genotóxica em ambos os casos. 

Resultados divergentes foram encontrados na avaliação da genotoxicidade do fipronil em A. 

cepa. O produto teve uma ação genotóxica maior na presença da luz, reforçando hipóteses da 
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possível ação de seus metabólitos advindos da fotodegradação, dando maior periculosidade a 

este inseticida (PEDRO, 2008). 

 Neste estudo, a presença de MN tanto nas células meristemáticas quanto nas células da 

região F1 não foi significativa. Como a presença de MN em células do meristema tem servido 

como um indicativo de mutagenicidade, a análise das células F1 é importante ferramenta de 

avaliação de permanência de dano e, portanto, de efeito mutagênico. Desta forma podemos 

inferir que o inseticida ethiprole tem ação no material genético, acarretando aberrações 

cromossômicas, porém, como esses danos não foram fixados nas células da próxima geração, 

assim, pode-se inferir que este inseticida não é mutagênico para A. cepa. Pedro (2008) 

investigou o potencial do fipronil em causar instabilidade cromossômica em células 

meristemáticas dessa espécie; os resultados foram mais significativos para as concentrações 

mais baixas e para os testes realizados na presença de luz; a autora salienta que, isso acontece 

devido a fotodegradação do inseticida, produzindo subprodutos mais genotóxicos que o 

próprio fipronil (PEDRO, 2008). 

 

5. CONCLUSÕES 

 

 Neste estudo foi investigada a influência da luz sobre a ação do inseticida ethiprole em 

um organismo não alvo. Os resultados obtidos demonstraram que o IM apresentou dados 

diferentes quando foram comparados os bioensaios com presença e ausência de luz. No 

entanto, os parâmetros toxicidade e genotoxicidade agiram independentemente da influência 

luminosa. Com isso, podemos inferir que o composto testado pode apresentar potencial 

citotóxico quando estiver exposto a luz. 

 Os resultados demonstraram que o ethiprole apresentou efeito genotóxico nas três 

concentrações aqui estudadas, independente da influência da luz e efeito citotóxico apenas nos 

bioensaios com presença de luz. Quando comparado com o seu análogo fipronil, demonstrou 

semelhança quanto à ausência de toxicidade. No entanto, diferente do fipronil, não se mostrou 

capaz de induzir quantidade de MN significativa em nenhuma das concentrações testadas. 

Isso demonstra que, mesmo que o ethiprole tenha causado danos no DNA e interferido no 

ciclo celular de A. cepa, este é mais seguro que o fipronil, pois não apresenta capacidade de 

causar danos fixáveis às próximas gerações. 
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RESUMO 

 

 O ethiprole é um inseticida neurotóxico que tem sido visado como composto 

substituinte de antigos químicos perigosos ao meio ambiente. É encontrado nos campos 

agrícolas, em monoculturas como cana-de-açúcar, algodão e arroz como um inseticida foliar e 

de solo e para o uso do tratamento de sementes. No entanto, assim como outros pesticidas, é 

possível que seu uso gere resíduos que contaminam o meio, podendo alcançar o ambiente 

aquático. Com isso, são necessários testes que avaliem seus potenciais efeitos e, ainda, 

organismos que sejam sensíveis à presença de possíveis contaminantes. O teste do 

micronúcleo e o ensaio do cometa foram aplicados em eritrócitos de peixes da espécie 

Oreochromis niloticus, para avaliação dos efeitos do ethiprole em diferentes concentrações. 

Foram utilizadas três concentrações do produto: concentração de campo (1 µL/L), sua metade 

(0,5 µL/L) e um quarto (0,25 µL/L). O inseticida demosntrou-se genotóxico para O. niloticus 

na concentração de 0,25 µL/L. Com isso, foi possível observar a ação residual do produto nos 

organismos aquáticos. 

 

Palavras-chave: fenilpirazol, teste do micronúcleo, ação residual, ensaio do cometa 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Fontes difusas de poluição, especialmente a agricultura, tem sido objeto de atenção em 

muitos países devido a grande demanda de produção desses químicos e a dificuldade de se 

estabelecer procedimentos de avaliação de impactos ambientais. Os sistemas aquáticos 

naturais são abertos e dinâmicos e por isso sofrem modificações contínuas na sua composição. 

Como agravante, as atividades agrícolas são grandes geradoras de resíduos de inúmeros 

compostos sintéticos que contaminam rios, lagos, nascentes e oceanos podendo ser retidos nos 

organismos e provocar efeitos deletérios quando níveis elevados são atingidos. Por esta razão, 

é necessário que se utilize técnicas que avaliem os potenciais danos desses agentes 

xenobiontes, tendo como indicadores biológicos organismos que sejam sensíveis a presença 

de possíveis estressores. 

 Dentre os vertebrados, os peixes são considerados organismos modelo para o 

monitoramento da genotoxicidade aquática e da qualidade das águas residuais, devido sua 

capacidade de metabolizar xenobióticos e acumular poluentes (GRISOLIA; CORDEIRO, 

2000). A espécie Oreochromis niloticus (Cichlidae), conhecida como tilápia do Nilo, constitui 

um excelente sistema-teste para ensaios laboratoriais, sendo, frequentemente, utilizada para a 

investigação da toxicidade de poluentes de ecossistemas aquáticos. Os eritrócitos desses 

teleósteos são nucleados e servem de ferramenta para a detecção de substâncias clastogênicas 

e aneugênicas na água. 

 O teste do micronúcleo associado a anormalidades nucleares é conhecido como um 

método de rápida, eficiente e fácil condução. Estudos mostram que ele tem sido importante 

ferramenta para a avaliação de diversas substâncias (MATSUMOTO et al., 2006; 

FONTANETTI et al., 2012; FUZINATTO et al., 2013). Outra ferramenta utilizada para 

investigação dos efeitos dos xenobiontes a nível celular é o ensaio cometa, referido como 

método capaz de detecção de pequenas alterações na estrutura do DNA induzidas por diversos 

agentes (CHRISTOFOLETTI et al., 2009; SOUZA; FONTANETTI, 2012). 

 Os representantes fenilpirazóis mais conhecidos e utilizados no meio agrícola são o 

fipronil e o ethiprole. No entanto, muitos estudos demonstram a toxicidade, genotoxicidade, 

mutagenicidade e teratogenicidade que o fipronil tem apresentado em diferentes organismos 

não alvos (CHATON, 2002; STEHR et al., 2006; BICHON et al., 2008; GHISI et al., 2011; 

LORENÇO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012a, 2012b) e, ainda, a capacidade dos produtos 

gerados de sua metabolização em induzir danos no DNA podendo apresentar uma maior 

toxicidade que o próprio inseticida (TINGLE et al., 2003; RAVETON et al., 2007; 
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OLIVEIRA et al., 2012a). Diante disso, o ethiprole tem sido visado como uma alternativa 

menos tóxica ao seu análogo. 

 O ethiprole (5-amino-l-[2,6-dicloro-4-trilluorometil)fenil]-4-[(etil)-sulfinil]-1H-

pirazol-3carbonitrila) é um inseticida largamente utilizado nos campos agrícolas em 

monoculturas como cana-de-açúcar, algodão e arroz. Ele é considerado um inseticida 

neurotóxico e sináptico de junções glutanérgicas (COLE et al., 1993), ou seja, age no sistema 

nervoso central e nas junções neuromusculares a fim de hiperexcitá-los e eliminar espécies 

como pulgões, gafanhotos, bicho mineiro, percevejos, cupins e outros insetos praga 

(LAMBERTH; DINGES, 2012). Este composto pode chegar ao ambiente aquático pelo seu 

tempo de permanência no solo, contaminando o lençol freático ou através do lixiviamento 

pelas chuvas, por meio de plantios indevidos próximos a corpos d’água. 

 Diante do exposto acima, o presente estudo teve como objetivo detectar os potenciais 

genotóxico do ethiprole, utilizando o composto comercial Curbix 200SC, por meio dos testes 

de micronúcleo e ensaio do cometa aplicados em sangue periférico da espécie O. niloticus. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Composto testado 

 

 Foi avaliado neste estudo o composto comercial Curbix 200SC, contendo como 

ingrediente ativo 20% de ethiprole (5-amino-1-(2,6-dicloro-α,α,α-(trifluoro-p-tolil)-4-

etilsulfinilpirazol-3-carbonitrila) (CAS 181587-01-9), Bayer CropScience Ltda, de lote 

32443-S2. 

 

2.2. Material biológico 

 

 Neste estudo, foram utilizados como organismos teste 50 indivíduos da espécie O. 

niloticus (Perciformes: Cichlidae), conhecido popularmente como tilápia do Nilo, com 

tamanho médio de 10 cm para evitar diferenças intra-específicas relacionadas ao tamanho e 

idade dos peixes. Os espécimes, oriundos de piscicultura, foram trazidos ao Departamento de 

Biologia, UNESP – campus de Rio Claro, onde foram aclimatados por um período de 15 dias 

em tanque com sistemas de aeração e filtragem, a temperatura média de 23ºC. 

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa no Uso Animal 

da UNESP, Rio Claro, SP (CEUA-IB- UNESP), sob protocolo nº 2001/2013.  
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2.3.Bioensios 

 

 Após o período de aclimatação, os peixes foram divididos aleatoriamente em cinco 

grupos experimentais, cada grupo com cinco indivíduos. Cada grupo foi mantido em aquário 

com capacidade de 40 litros cada, previamente aerado por 48 horas. Para o CN foi utilizada 

água de poço artesiano. Já para o CP, foi injetada intraperitonealmente a substância 

ciclofosfamida na concentração de 20 mg/Kg (KRISHNA; HAYASHI, 2000). Os peixes 

também foram colocados em aquário com água de poço artesiano. Nos demais tratamentos, o 

Curbix 200SC foi diluído em três concentrações - dose indicada do produto comercial para 

aplicação em cultivo de cana-de-açúcar (1µL/L; T1), a metade da dose para simular diluição 

natural (0,5 µL/L; T2) e um quarto da dose recomendada para simulação da sua ação residual 

(0,25 µL/L; T3). 

 O experimento foi realizado em repetição para maior clareza dos resultados. 

 

2.4. Teste do micronúcleo (MN) associado a anormalidades nucleares (AN) 

 

 Para confecção das lâminas foi retirado aproximadamente 0,3 cm³ de sangue, de cada 

peixe vivo, por meio de punção cardíaca, utilizando seringas heparinizadas. Após a punção, a 

agulha foi limpa com papel absorvente, a fim de se evitar a contaminação do sangue com 

líquido corporal e/ou muco. A primeira gota foi descartada, também para evitar à 

contaminação do sangue, sendo utilizadas as gotas posteriores para a confecção das lâminas, 

por meio da técnica de esfregaço sanguíneo. Três extensões sanguíneas, pela técnica de 

esfregaço sanguíneo, foram realizadas para cada indivíduo. O material foi fixado em etanol 

absoluto por 10 minutos e seco à temperatura ambiente. Após a fixação, as lâminas foram 

submetidas à reação de Feulgen, com uma hidrólise ácida de 11 minutos, a 60°C em banho-

maria (MELLO; VIDAL, 1978). Foram observadas 3000 células por tratamento para a 

determinação da frequência de células micronucleadas. Na classificação de micronúcleos, 

alguns critérios foram adotados segundo Huber et al. (1983):  micronúcleo e o núcleo 

principal dentro do mesmo citoplasma; boa preservação e coloração do citoplasma e do 

núcleo; o diâmetro máximo do micronúcleo não deve ultrapassar a metade do núcleo; 

ausência de conexão entre núcleo e micronúcleo; manutenção da esfericidade do núcleo e 

micronúcleo. 
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 Considerou-se também a presença de anormalidades nucleares, de acordo com a 

classificação de Carrasco et al. (1990), juntamente com a observação de brotos nucleares 

(broken eggs): 

 “blebbed nuclei”, que corresponde a uma evaginação relativamente pequena do 

envoltório nuclear, o qual aparenta conter eucromatina ou, algumas vezes, 

heterocromatina; 

 “lobed nuclei”, correspondendo a núcleos com evaginações maiores, mas sem a 

mesma delimitação. Alterações morfológicas do núcleo foram incluídas nesta 

categoria, por exemplo, aumento da superfície nuclear, formando múltiplos lóbulos, 

caracterizando um núcleo disforme; 

  “notched nuclei”, descrito como uma invaginação da membrana. Ainda de acordo 

com este autor, núcleos “notched” parecem não conter material nuclear no local 

invaginado.  

 “broken eggs” podem estar unidos ao núcleo da célula principal por uma estrutura 

nucleoplasmática; 

 Tais anormalidades foram conjuntamente consideradas para a análise estatística. 

 

2.5. Ensaio do cometa 

 

 Para o ensaio do cometa, foi utilizada a técnica alcalina baseada em Christofoletti et al. 

(2009).  Inicialmente, as lâminas foram mergulhadas em agarose normal (ponto de fusão 

normal) 1,5% à 60°C, e então, secas e armazenadas. Após a punção cardíaca, com seringas 

devidamente heparinizadas, uma amostra de 5 µL do sangue dos peixes foi diluída em 1.000 

µL de PBS (tampão fosfato-salino). As lâminas pré-gelatinizadas foram montadas com 10 µL 

da suspensão celular + 120 µL de agarose de baixo ponto de fusão (0,5%) à 37°C. 

Posteriormente, foi adicionada uma lamínula sobre cada lâmina, levando-as à geladeira, por 

20 minutos, para solidificação do gel. Decorrido este tempo, as lamínulas foram removidas e 

as lâminas foram mantidas em solução de lise gelada e recém-preparada (1 mL de triton X-

100, 20 mL de sulfóxido de dimetilo - DMSO e 79 mL de solução de lise estoque: NaCl 

2,5M, ácido etilenodiamino tetra-acético - EDTA 100mM, Tris 10mM, pH 10,0-10,5), em 

geladeira, por no mínimo uma hora, protegidas da luz.  

 A solução de lise possui propriedades detergentes e contém altas concentrações de 

sais, que promovem a desintegração das membranas celulares. Após a lise, as lâminas foram 
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transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese contendo tampão alcalino (NaOH 

300mM + EDTA 1mM, pH~13) à 4°C. A cuba foi disposta em um banho de gelo e a corrida 

de eletroforese foi realizada com voltagem constante (39V) e amperagem de 280-300 mA, por 

20 minutos. Durante o tratamento alcalino, ocorreu o relaxamento e a desespiralização dos 

sítios de rompimento da molécula de DNA. As lâminas foram, então, neutralizadas com 

tampão (Tris-HCl 0,4M, pH 7,5) em três lavagens de 5 minutos cada, para a remoção de sais e 

detergentes, secas a temperatura ambiente e fixadas em etanol 100%, por 10 minutos, para 

precipitar o DNA e secar a agarose. Toda a metodologia acima foi realizada na ausência de 

luz. As lâminas foram acondicionadas à temperatura ambiente para a secagem e estocadas a 

seguir, para posterior análise.  

 Foram observados 100 cometas por lâmina, utilizando como base a migração dos 

fragmentos de DNA do núcleo.  Os cometas obtidos foram classificados em quatro classes: 

classe 0 (sem dano), classe 1 (pouco dano – nucleóides apresentando um tamanho de cauda 

inferior ao diâmetro da cabeça), classe 2 (dano médio – nucleóides apresentando um tamanho 

de cauda equivalente a uma ou duas vezes o tamanho do diâmetro da cabeça) e classe 3 (dano 

intenso – nucleóides apresentando o tamanho da cauda superior a duas vezes o diâmetro da 

cabeça). Os dados foram apresentados como freqüência de células com dano, a distribuição de 

classes e o escore de dano, calculado como a soma do número de células em cada classe e o 

total da classe multiplicado pelo valor da mesma (0-3). Logo, os escores podem variar de zero 

(todas as células sem dano - 0x100) a 300 (todas as células com dano máximo 3x100), 

segundo Rigonato et al. (2005). 

 A normalidade dos dados de ambos os testes foi testada pelo teste Shapiro Wilk e a 

significância entre os grupos foi obtida das seguintes formas: a. dados com distribuição 

normal foram analisados por meio do teste paramétrico Anova e post hoc de Tukey com 

significância de p<0,05; b. dados com distribuição anormal foram analisados por meio do 

não-paramétrico de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn, com p<0,05. 

 

3. RESULTADOS 

 

 As frequências de MN e de AN observadas nos eritrócitos de tilápias do Nilo expostas 

ao ethiprole e aos controles negativo e positivo estão dispostas na tabela 1. Não foi observada 

a indução de formação de MN nos grupos testados. 
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Tabela 1. Valores de média e desvio padrão de micronúcleos e anormalidades nucleares, 
realizados em repetição, observados em eritrócitos de O. niloticus, expostos a Curbix 200SC, 
por 96 horas. 

MN: micronúcleo; AN: anormalidades nucleares; CN: controle negativo; CP: controle positivo; T1: 
[1 µL/L] de Curbix; T2: [0,5 µL/L]; T3: [0,25 µL/L] de Curbix. 
ª valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn, com 
p<0,05, comparados ao controle negativo. 
b valores estatisticamente significativos, pelo método ANOVA e post hoc de Tukey, com p<0,05, 
comparados ao controle negativo. 
 

 As frequências de anormalidades nucleares observadas demonstraram maior 

incidência de alterações morfológicas nucleares nos eritrócitos de todos os grupos expostos ao 

ethiprole quando comparadas com o controle negativo (tabela 1, 2 e 3); no entanto, apenas o 

grupo T3, contendo a menor concentração testada, apresentou frequência de AN 

estatisticamente significativa. Dentre as AN observadas, “lobed” foi a anormalidade 

encontrada com maior frequência. Ela se caracteriza por núcleos com grandes evaginações, 

pouco delimitados, com aumento da superfície nuclear, formando múltiplos lóbulos, 

caracterizando um núcleo disforme (CARRASCO et al., 1990).  

Exp. 1 MN AN Exp. 2 MN AN 

CN 0,25±0,5 40,5±15,08 CN 0±0 48,25±55,53 

CP 1±0,81ª 116,25±77,44 CP 2±1,41ª 153,25±29,23b 

T1 0,75±1,5 101,75±41,93 T1 0±0 90±57,17 

T2 0 83,5±20,72 T2 0,5±1 80±27,04 

T3 0 137,25±38,13b T3 0,25±0,5 138±24,04b 
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Tabela 2: Média e desvio padrão de nucleóides com cometa e escore de danos em O. 

niloticus expostos às diferentes doses de Curbix 200SC, por 96 horas (Experimento 1). 

CN: controle negativo; CP: controle positivo; T1: [1 µL/L] de Curbix; T2: [0,5 µL/L]; T3: [0,25 
µL/L] de Curbix. 
* valores estatisticamente significativos, pelo método ANOVA e post hoc de Tukey, com p<0,05, 
comparados ao controle negativo. 
 

O ensaio do cometa detectou pequenos danos no DNA. Os escores resultantes deste 

teste demonstraram que o inseticida causou danos, no entanto, não apresentaram valores 

estatisticamente significativos. Assim como na análise de AN, o grupo com menor 

concentração (T3) apresentou maior incidência de fragmentação do material genético. Além 

disso, foi possível notar que houve um aumento de dano em quase todas as classes de todas as 

concentrações, principalmente da classe 2 (Tabela 2). No entanto, esse evento não foi 

estatisticamente significativo.  

Da mesma maneira, foi observada maior ocorrência de dano nos eritrócitos dos 

animais expostos ao produto do segundo experimento (Tabela 3) na maioria das 

concentrações, em especial dano de classe 2 – dano médio. 

 

 

  

Tratamento Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore 

CN 21,5±6,75 
 

32,5±11 
 

36,25±1,5 
 

15,75±11,35 
 

152,25±25,61 
 

CP 10,25±1,70 
 

13,25±2,98* 
 

27,25±8,18* 
 

50,75±11,41* 
 

220±15,49* 
 

100% 21,5±12,15 
 

26,75±10,68 
 

44±11,34 
 

11,25±6,18 
 

151±25,88 
 

50% 6,75±3,30* 30±5,09 46±8,60 17,75±8,01 172,25±14,93 

25% 8,25±2,50 33±2,16 40,5±1,91 22,75±3,40 182,25±9,74 
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Tabela 3: Média e desvio padrão de nucleóides com cometa e escore de danos em O. 

niloticus expostos às diferentes doses de Curbix 200SC, por 96 horas (Experimento 2). 

CN: controle negativo; CP: controle positivo; T1: [1 µL/L] de Curbix; T2: [0,5 µL/L]; T3: [0,25 
µL/L] de Curbix. 
* valores estatisticamente significativos, pelo método ANOVA e post hoc de Tukey, com p<0,05, 
comparados ao controle negativo. 
 
 Foi realizado um teste com alta dose de ethiprole em tilápias a fim de simular o uso 

indiscriminado do inseticida. A dose utilizada foi de 10 µL/L de Curbix. Após 96 horas, foi 

constatada ação neurotóxica do produto por meio do comportamento dos organismos expostos 

como alteração no equilíbrio, perda de resposta de fuga, encurtamento do eixo longitudinal do 

corpo e espasmo muscular. 

  

4. DISCUSSÃO 

 

 O fipronil é um fenilpirazol altamente versátil e muito bem conhecido no meio 

agrícola e veterinário, por isso, seus efeitos sobre os organismos em geral foram largamente 

estudados e demonstraram que este inseticida é extremamente danoso a diversos organismos 

não alvos. A partir de sua fórmula estrutural foi produzido o ethiprole. Segundo Tingle 

(2003), este inseticida é basicamente tão eficiente quanto o fipronil, porém menos tóxico; 

contudo, poucos estudos que investiguem sua ação em organismos não alvos são encontrados 

na literatura. 

 Diante disso, o presente estudo teve como objetivo investigar os potenciais efeitos do 

ethiprole em peixes da espécie O. niloticus. Esta espécie é comumente encontrada em 

estuários de todo o mundo, sendo reconhecida pela sua sensibilidade em responder, 

rapidamente, às alterações ambientais. Por isso, constitui excelente sistema-teste para ensaios 

laboratoriais para a investigação da toxicidade de poluentes de ecossistemas aquáticos 

(VIJAYAN et al., 1996; ALVES-COSTA, 2001). 

Tratamento Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore 

CN 35,25±5,90 
 

55,5±8,88 
 

11,75±6,02 2,5±1,73 86,5±17,40 
 

CP 10,5±9,57* 
 

30,5±3,10* 29,75±3,20* 31,75±8,26* 
 

185,25±30,31* 

100%  20,5±3,87 
 

55±5,35 
 

27,25±5,56* 0,5±0,57 
 

111±9,38 
 

50% 31,25±8,80 46,25±5,56 26,5±5,32* 1,75±3,5 104,5±21,29 

25% 22,25±4,57 49,25±8,65 29,75±2,5* 3,75±3,09 120±7,07 
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 O experimento foi realizado em repetição para evitar qualquer dúvida quanto à 

resposta do organismo-teste. Em ambos os ensaios, todas as concentrações testadas 

apresentaram pouca incidência de MN, demonstrando frequência semelhante ao controle 

negativo.  

 Em análise das anormalidades nucleares encontradas nas tilápias expostas ao ethiprole, 

foi possível observar que as maiores frequências de dano no material genético ocorreram nos 

grupos T1 e T3. Além disso, foram observados valores estatisticamente significativos apenas 

no grupo T3. Com isso é possível inferir que o ethiprole é genotóxico para O. niloticus na 

concentração de 0,25 µL/L. Nesse mesmo contexto, Ghisi et al. (2011) investigaram a 

genotoxicidade do fipronil em peixes da espécie Rhamdia quelen, onde  observaram que o 

inseticida foi capaz de causar danos no DNA por meio de concentrações menores que as aqui 

testadas, sendo elas 0,10 e 0,23 μg/L. Já em camundongos da espécie Mus musculus, Oliveira 

et al. (2012a) detectaram efeitos genotóxicos do fipronil na concentração de 50 mg/kg. 

 As observações comportamentais dos animais expostos às altas doses de ethiprole 

revelou a neurotoxicidade do inseticida para vertebrados. Estudos equivalentes investigando o 

potencial neurotóxico do fipronil em peixes foram feitos por meio de diferentes concentrações 

do produto. Ao estudar seus efeitos em Danio rerio, Stehr et al. (2006) observaram respostas 

similares como perda de resposta de fuga, encurtamento do eixo longitudinal do corpo e 

degeneração da notocorda dos embriões expostos em 0,33 mg/L do produto. Já em peixes da 

espécie Pimephales promelas, foi relatada natação prejudicada dos organismos expostos a 

0,14 mg/L de fipronil (BEGGEL et al., 2010). 

 É possível extrapolar o perigo do composto estudado ao ser humano, já que a menor 

dose investigada apresentou genotoxicidade e a superdosagem demonstrou neurotoxicidade 

no organismo testado. Grande parte das adversidades causadas por agrotóxicos como o 

ethiprole e o fipronil é causada pelo manuseio e aplicação do produto sem equipamentos 

adequados (LONDRES, 2011). Dessa forma, não se tem controle da concentração que o 

indivíduo é exposto, podendo alcançar altas doses. 

 Por outro lado, é muito comum que, devido à contaminação do lençol freático ou 

lixiviamento pela chuva em plantios realizados em locais próximos a corpos d’água, químicos 

como o ethiprole possam alcançar esses ambientes em doses muito menores que as utilizadas 

em campo causando, assim, efeitos deletérios ao DNA como observadas neste estudo. 
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5. CONCLUSÕES 

  

 Este estudo demonstrou que o Curbix 200SC apresenta influência negativa sobre o 

organismo testado. A repetição do experimento nos deu maior segurança para afirmar que este 

inseticida pode ser considerado genotóxico em peixes da espécie O. niloticus numa 

concentração de 0,25 µL/L. Assim como foi demonstrada a genotoxicidade do fipronil em 

diferentes bioindicadores animais, o ethiprole apresentou genotoxicidade em tilápias do Nilo. 

Além disso, foi possível observar neutoxicidade do produto em vertebrados quando 

administradas altas doses. No entanto, novos estudos com outros organismos são necessários 

para maior clareza de seus efeitos sobre os organismos não alvos. 
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6. CONCLUSÕES FINAIS 

 

 A partir dos seguintes resultados obtidos, foi concluído que: 

 Através da germinação das sementes de A. cepa, foi possível observar que o inseticida não 

apresentou toxicidade. Por meio do índice mitótico em células de A. cepa, apenas os 

grupos expostos à luz apresentaram citotoxicidade. O inseticida apresentou 

genotoxicidade em quase todas as concentrações testadas, sendo elas T1 e T3 (claro) e T2 

e T3 (escuro). Nas análises de incidência de MN em células de cebola da geração F1, as 

concentrações testadas do inseticida não foram capazes de provocar aumento no número 

de micronúcleos nas células F1, assim como foi observado nas células meristemáticas, 

evidenciando que o agrotóxico avaliado não é mutagênico para células de cebola. 

 Em eritrócitos de tilápias, foi observada ação genotóxica do produto na menor 

concentração (T3). Todas as concentrações testadas apresentaram pouca incidência de 

MN, demonstrando frequência semelhante ao controle negativo. 

 A incidência de luz provocou pouca influência na ação do ethiprole, ao contrário de outros 

achados com fipronil. 

 Diante dos dados encontrados na literatura realizados com o fipronil, o ethiprole se 

mostrou menos tóxico. Porém são necessários mais estudos para uma comparação efetiva. 

 Foi observada toxicidade do produto em dose residual nos organismos testados. 
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