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Resumo

Os agrotoxicos constituem uma importante estratéligisagricultura, para a
obtenc&o de uma produtividade economicamente vigoed sdo substancias utilizadas
no combate de organismos indesejaveis. Os insaticsdo agentes que tém acéo de
combater insetos, tanto na fase adulta como la@/dipronil € um composto do grupo
fenil-pirazol, toxicologicamente classificado conatamente toxico, amplamente
utilizado em campos agricolas do estado de Sam Paemn como nas residéncias, para
combater insetos pragas. A acao deste inseticiddageela sua ligacdo ao canal de
cloro, promovendo o bloqueio da ativacdo da conuluwlg® estimulos nervosos, pelo
acido gama-aminobutirico (GABA), uma substancia cuetrola o fluxo de ions cloro,
através da membrana da célula nervosa. Em pequenasntracfes, apresenta uma
eficiente acdo nos organismos alvos. Esta caratitertambém pode causar problemas
ao meio ambiente, muitas vezes, longe até dosdagarde foi aplicado. O fipronil, em
temperaturas moderadas, € estavel no ambienteepza de um ano. Estudos mostram
gue esse inseticida pode ser degradado em diverstabolitos, que sdo ainda mais
toxicos que ele. Quanto a sua persisténcia no atebie fipronil apresenta variacoes
decorrentes da sua formulagdo, mas os seus metb@odem ser mais persistentes
que o proprio inseticida. Residuos de fipronil puodser bioacumulado no tecido
adiposo, indicando uma potencialidade de transt@éria cadeia trofica. No presente
trabalho, foram avaliadas as potencilidades toxiceaigotoxicas, genotoxicas e
mutagénicas do inseticida fipronil, por meio deebisaios comAllium cepa cujas
sementes foramexpostas a germinacdo em fipronil. Os resultadoicam que o

inseticida ndo apresentou efeito toxico e citotoxpara a espéciad. cepa quando se
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comparou os dados dos testes realizados com acidaetom os do controle negativo.
O fipronil promoveu diversos tipos de aberraco@snassémicas, além da presenca de
células micronucleadas, comprovando a sua acadd@ere e de mutagénica. Também
observamos uma diferenca de acdo do inseticidajtqans tipos de exposicao ao
mesmo (presenca ou auséncia de luz), sugerindossiveb acdo, nestes casos, do

metabolito MB 46513, substancia que aparece enridgmia da fotdlise do fipronil.

Palavras-Chaves: Fipronil, metabolitos de degradacéo, vias de aédlium cepa
aberracdes cromossémicas, citotoxicidade, genattade, muatgenicidade, perigos a
saude humana.
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Abstract

The pesticides are an important strategy for afjtice; to obtain productivity
economically viable, because they are substanced tes eliminate pest organisms.
Insecticides are agents which have action to comnisatts, in both the adult and larval
stage. The fipronil is a group composed of phernyybkpole, toxicologically classified as
highly toxic, and it is widely used in agriculturf@lds in Sao Paulo State, as well as in
homes, to combat insect pests. This insecticide #utugh its connection to the
channel chlorine, promoting blockade in the actoratof the conduct of nervous
stimuli, the gamma-aminobutyric acid (GABA), a stapge that controls the flow of
chloride ions through the cell membrane of nermesrhall concentrations, presents an
efficient action in the organism targets. This featcan also cause problems to the
environment, often far to the places where it ipligd. In moderate temperatures, the
fipronil is stable in the environment for abouteay. Studies show that this insecticide
can be degraded in various metabolites, which aesm enore toxic than the fipronil.
Relative to its persistence in the environment,fipenil presents variations resulting
from its formula, but their metabolites may be m@ersistent than the insecticide.
Residues of fipronil can be bioacumulated in ad#ptissue, indicating a potential of
transference by the food chain. In the presentarebeit had been evaluated the toxic,
cytotoxic, genotoxic and mutagenic potentials oé thipronil insecticide through
bioassays withAllium cepa whose seeds were exposed to germination in this
insecticide. The results indicate that the insetgiqoresented no toxic and cytotoxic
effects for theA. cepaspecies, when we compared the data resulting thamtests

performed with the insecticide and with the negatoontrol. The fipronil promoted
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several types of chromosome aberrations, and thsepce of micronucleated cells,

proving its genotoxic and mutagenic action. We aéqmwrt a difference in action of the

insecticide, as the types of exposure to it (presesr absence of light), suggesting a
possible action, in both cases, of the metaboli@ #4513, that is a substance that
appears due to the light degradation of the fignmsiecticide.

Keywords: Fipronil, metabolites of degradation, avenues ofioa, Allium cepa
chromosome aberrations, cytotoxicity, genotoxicitjutagenicity, human health
hazards.
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1. INTRODUCAO

Os seres vivos estdo expostos as acdoes de nume@soes potencialmente
toxicos. Esses agentes podem ser fisicos, quinmgosiolégicos e podem provocar
efeitos fisioldgicos, bioquimicos, patoldgicos & alguns casos, genéticos (ARNAIZ,
1995). Uma grande variedade de substancias quimmicagotencial mutagénico, tanto
naturais como sintéticos, tem sido pesquisada. ddudestas substancias, que sao
encontradas nos alimentos, em drogas farmacéutiezs,complexos de efluentes
domésticos e industriais e nos defensivos agricofpglem causar mudancas
prejudiciais herdaveis, sem que se expressem dbdtodVOGEL, 1995).

O uso de agrotoxicos constitui, atualmente, a aiestratégia da agricultura
para o combate e a prevencgdo de pragas agricalastigdo alimento em quantidade
suficiente e de qualidade para a populacdo. Essepastos, porém, podem apresentar
certa toxicidade ao homem, induzindo efeitos asgersomo acédo imunodepressora ou
ainda carcinogénica, além de impactar o proprioiané fisico (VOGEL, 1995).

Ha muito tempo, muitos trabalhos tém revelado aqirga de niveis alarmantes
de agrotoxicos nos ecossistemas, com acumulodis#divios no solo, na agua, no ar,
nas plantas, nos animais e nos alimentos (PARSOMSTd, 1989; BORTOLUZZ,
2006; POTTER et al., 2007) que, por meio dess@émnast podem chegar ao homem,
ocasionando danos a sua saude (EDWARDS, 1973, Usgpéapud TINGLE et al,
2003; LOURENCETTI et al., 2007).

O Brasil € o quarto maior mercado de agrotoxicosndodo e o oitavo em uso

por area cultivada. Dentre os produtos agricolasvapos para uso no pais, estdo os
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herbicidas, os acaricidas, os reguladores de anestd, os feromdnios, os moluscicidas
e os protetores de sementes (CALDAS e SOUZA, 2000).

Com este uso extensivo de produtos agricolas, adtapambiental por esses
quimicos é crescente. A acao impactante de um for@plimico esta relacionada com a
sua caracteristica, por isso é dependente do paltethe dispersdo do agente, da
concentracdo encontrada no ambiente, além da artgxicidade do produto. Entre os
agrotoxicos, 0s mais perigosos sdo os herbicidass @nseticidas, por causarem
intoxicacdes graves, mas, segundo Zambrone (198)gée (2003), os inseticidas sao,
ainda, os mais detrimentais, por serem responspgkignaior numero de obitos.

A avaliacdo dos niveis de contaminacao terrestie per feita pela utilizacéo de
varias espeécies silvestres, tais como roedoressumiais, répteis, anfibios, dentre
outros, que sdo organismos considerados bioindieadde poluicdo ambiental. Por
esses animais, pode-se estudar as frequénciaseteagi®es cromossomicas, lesdes
neurologicas, alteragdes na fertilidade, danos Né @ a ocorréncia de tumores, que,
muitas vezes, podem estar relacionados com a detele;altos indices de residuos de
contaminantes no sangue ou nos tecidos dos orgasiaiRISOLIA, 2005).

A crescente introducdo de agentes quimicos no aebieem levado os
pesquisadores a desenvolverem metodologias capizesvaliar a potencialidade
dessas substancias em induzir alteracdes no nhgjeriatico de organismos expostos
(BRUSICK, 1987; ANTUNES e ARAUJO, 2000).

Dentre as substancias que causam danos nos organigmos, existem as
substancias mutagénicas que, segundo RIBEIRO (2888)xgentes capazes de induzir
alteracbes na molécula de DNA, levando a uma glieraerdavel da funcéao génica.

Pesquisas que investigam a acdo de agentes muiagéambientais tém
recebido um importante destaque, pois, sabe-se euoyora ocorram mutagdes
espontaneas, a maior parte delas é induzida patesgfisicos, quimicos ou bioldgicos,
aos quais o homem e o0s organismos possam estarstespOVEIGA, 1995;
MATSUMOTO et al., 2004, 2006; FERNANDES et al. 2DENTURA et al. , 2007,
LEME E MARIN-MORALES, 2008).

Um agente mutagénico pode causar mutagcdes porsds/enodos de acéo,
assim como diferentes tipos de componentes essaplodem ser considerados

mutagénicos. Dentre os efeitos destes agentes,stameacdo direta com o DNA
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nuclear, a incorporacdo no DNA durante a replicagolar, a interferéncia na divisao
celular mitética ou meiodtica, que decorre em divigs&orreta da célula, dentre outros
(VEIGA, 1995; KIRSCH-VOLDERS et al., 2002; MATSUM@Tet al, 2004, 2006).

Espécies do génedllium tém sido muito utilizadas para estudo de mecanismos
bésicos de determinacdo dos efeitos de alguns cpsnitntre as espécies Aliium, A.
cepaé a mais indicada como material-teste padrao ‘{fdgal Swedish Academy of
Science” (FISKESJO, 1985) e pelo “Gene-Tox Progréd®RANT, 1982; ATEEQ et
al, 2002).

A espécieA. cepatem sido, freqientemente, utilizada para se déatamefeitos
citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de variabstamcias (GRANT, 1982;
FISKESJO, 1985; MATSUMOTO, 2006), sendo consideradeno um organismo
padréo para testes rapidos (SMAKA-KINCL et al., ZQ%®or apresentar boa correlagcéo
com sistemas teste de mamifero (GRANT, 1982; CHAWDAHt al., 1999;
MATSUMOTO et al., 2004, 2006; FERNANDES et al., ZD0LEME e MARIN-
MORALES, 2008). Alteracbes cromossdmicas Amcepapodem ser observadas em
qualquer fase da divisdo celular e sdo consideradidéncias de efeitos mutagénicos
promovidos por agentes clastogénicos (quebra adeassomos), ou aneugénicos (perda
de cromossomos), classificados de acordo com o tpo alteracdo induzida
(VIDAKOVIE-CIFREK et al., 2002; MATSUMOTO et al.,aD4, 2006; FERNANDES
et al., 2007; LEME e MARIN-MORALES, 2008).

O inseticida fipronil pode ser caracterizado conmo ecomposto de contato e
ingestdo, com conseqiéncias que variam de espa@@ieeppecie. Em algumas espécies,
o efeito de ingestdo é o mais importante, enquauéoem outras, a acao de contato € a
mais pronunciada. Varios estudos tém demonstradmduoseticida se liga ao canal de
cloro e bloqueia sua ativagédo pelo acido gama-avuiiiico (GABA), uma substancia
que controla o fluxo de ions cloro através da mamdida célula nervosa. A auséncia
da inibicdo sinaptica causa uma hiperexcitacaoisteia Nervoso Central, o que leva
0 organismo a morte (BLOOMQUIST, 2005).

De acordo com as citacdes de Stevens et al. (E928] TINGLE et al, 2003),
esse inseticida é largamente usado nas culturaalgdeldo, arroz, batata, cana-de-

acucar, cevada, feijdo, milho, pastagens, sojaige,talém de ser encontrado em
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formulacbes utilizadas na veterinaria, como, poengxo, o produto comercial
Frontline®.

Quanto a degradacéo do inseticida fipronil, elaagsrtenta em solos argilosos
do que em areno-argilosos e arenosos. Na agua esetsentos, sob condi¢bes
anaerobicas, este agrotoxico tem degradacdo IMette caso, a meia vida € de 116
dias, quando o valor médio aceitavel € de 123 (d@iaepa, 1996apud TINGLE at al,
2003).

A degradacdo microbiana ocorre mais lentamenteaos slescobertos do que
em solos com cobertura vegetal. O metabolismo éher em solo arenoso e argiloso
é de 122 a 128 dias (Mulrroney, 1988udTINGLE et al., 2003).
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2. OBJETIVOS

Pelas propriedades toxicas do inseticida fipropglo seu amplo uso na

agricultura e na veterinaria, o presente trabakie tomo objetivo:

Analisar a possivel citotoxicidade do inseticid@rdnil, pela avaliacdo das
alteracbes dos indices mitéticos e indices de dasecélulas meristematicas Ae
cepa apds exposicdo das radiculas em diferentes ctvagéas do inseticida
fipronil, antes e apds periodos de recuperacao;

Determinar a potencialidade genotoxica do inseidigronil, por meio de ensaios
de alteracdes cromossOmicas em célulag.deepa apos tratamentos com baixas
concentracdes do inseticida, antes e apos 0s pserdedrecuperacao;

Determinar a potencialidade mutagénica do insetiGgronil, por meio de ensaios
de micronucleos e das aberracbes do tipo quebraossbmicas em células de
cepa apos tratamentos com baixas concentracdes ddcidae antes e apds 0s
periodos de recuperacao;

Analisar, identificar e quantificar os principaigopds de aberracbes mitéticas
induzidas pelo inseticida fipronil, sob o sistemsté deA. cepa

Contribuir com informacdes sobre os potenciaig@daio inseticida fipronil sobre o

meio ambiente e sobre organismos vegetais expostos.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Agrotoxicos

O uso de substancias quimicas para controlar deegpiggas e plantas daninhas
na agricultura teve seu inicio no final do séculiX,Xmas, somente ap0s a Segunda
Guerra Mundial, essa pratica seguiu critérios roiaistificos (LORENZI, 1990).

Dentre as substancias quimicas utilizadas na digniauos agrotéxicos sdo 0s
mais difundidos e merecedores de atencdo de pedques preocupados com O0S
impactos que estes quimicos podem causar no ambi®stagrotoxicos sao biocidas
por natureza, isto €, sdo venenos utilizados naudigra para eliminar alguma forma
de vida, aquelas consideradas pragas agricolasosTod agrotdxicos tém como
propriedade comum, bloguear o metabolismo de osgars indesejaveis, para 0s quais
sao toxicos. Estes quimicos podem agir eliminandccantrolando algum processo
vital, como, por exemplo, os processos reproduti{f®&IRD, 2002). Assim, pela
prépria caracteristica quimica, ndo ha agrotoxioo$ensivos e, nesse grupo muito
diversificado de compostos quimicos, estédo insermofungicidas, os inseticidas e os
herbicidas, que sao produtos considerados, extremtamagressivos ao meio ambiente
e a saude humana (GRISOLA, 2005).

InUmeros trabalhos tém revelado a presenca desrala@imantes de agrotoxicos
no ecossistema (PARSONS e WITT, 1998). Dentre e#iosf nocivos ao ambiente
pode-se citar a presenca de residuos no solouaa &g ar, nas plantas e animais.

O impacto que cada agrotoxico promove sobre a lgiotaolo varia de acordo
com as caracteristicas do produto, as caractasstisicas do ambiente e o tipo de

microflora associada. A meia-vida dos agrotdxicossalo e o risco de contaminacao
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do lencol freatico dependem, também, da interagdsed diferentes fatores e das vias
de degradacéao do agrotéxico. (GRISOLIA, 2005).

Em relacdo a agua, embora a agricultura seja apgnasdas inUmeras fontes
ndo-pontuais de poluigdo, ela geralmente € aport@da a maior contribuinte de todas
as categorias de poluentes (EDWIN, 1996; BAKOREalet 2004; POTTER et al.,
2007). Uma vez na agua, dependendo das caracasisisico-quimicas, o residuo do
agrotoxico pode tanto se ligar ao material partidalem suspensdo como se depositar
no sedimento do fundo ou ainda ser absorvido paiganismos. Quando absorvidos,
poderdo ser detoxicados ou acumulados e, nesteouttiso, entrar na cadeia alimentar,
atingindo também o homem (EDWARDS, 1973; NIMMO, 398HAMILTON e
CROSSLEY, 2004; ZHOU et al., 2006).

Os quimicos usados na agricultura podem alcancamisentes aquaticos por
diversas formas, tais como: aplicacdo intencionafleriva e escoamento superficial, a
partir de areas onde ocorreram aplicacdes; pelasash por despejos industriais e
urbanos e por assoreamento do solo (YAMAGISHI etl@B1; OYHAMA et al., 1986;
COLL et al., 2004). Para Eduards (1973), Nimmo B)9®8essoa et al. (2003) e Armas
(2005), os organismos expostos podem se contarogmragrotoxicos por diferentes
portas de entrada, tais como: via dérmica; viautatéria, pelo contato com branquias
ou por via gastrointestinal (Figura 1). Segundonhbn 1985 e Sankar et al., 2006, os
peixes podem acumular agrotdéxicos em concentragdefo acima daquelas
encontradas nas aguas em que vivem, pois, alénxmizsiedo que sofrem, podem
também ingerir esses quimicos, quando eles estégaatps ao material particulado em

Del iva : %
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Certas praticas agricolas, como o0 uso excessinadequado de agrotéxicos, a
destruicdo da cobertura vegetal para o plantichapneservacdo das matas ciliares e
das vegetacOes protetoras de nascentes, dents datores, S840 responsaveis por
grande parte dos problemas atuais observados coecursos hidricos.

Existem diversos estudos na literatura para serrdeiar a presenca de
agrotoxicos em aguas superficiais e subterranea8LII@T e MALLET, 1989;
DURAND e BARCELO, 1989; BARCELO, 1994; BARCELO et,al996; DEM,
2004; ZHOU et al., 2006), além de estudos sobefatos provocados pelos herbicidas
e inseticidas sobre organismos aquaticos expoStesdns et alApud TINGLE et al.,
2003, 1998; TUNDISI, 1990; TINGLE et al., 2003; NARRO, 2007;).

Desde o inicio da sua utilizac&o, os agrotoxicas 8é caracterizando como um
problema, em potencial, também para a saude hur@ango abusivo de agrotoxicos
tem causado um grande numero de acidentes, primgpte, entre os trabalhadores
rurais. A manipulagdo caseira, na maioria das veeesnadequada, ocorrendo,
periodicamente, situacbes de envenenamento e ddanuoacdo ambiental
(LANGENBACH, 1989). Quanto a ingestdo de alimentmsitaminados com esses
produtos, sabe-se que, cerca da metade dos alsnemisumidos nos Estados Unidos
contém niveis mensuraveis de, no minimo, um agiioRor essa razao, muitos destes
quimicos ja foram banidos ou tiveram seu uso lidutaaquele pais (BAIRD, 2002).

Por todas estas razOes descritas acima, o usequado de agrotdxicos foi
objetivo de adverténcia mundial em 2002 pela FA@o(Fan Agriculture Organization
- FAO, 2007), que revisou o cédigo internacionalcdeduta sobre a distribuicdo e a
utilizacao de agrotoxicos.

A Portaria Normativa n° 139, de 21 de dezembrd38, do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovai@&aMA), com base no
Decreto n°® 98.816/90, classificou o0s agrotoxicosantpy ao seu potencial de
periculosidade ambiental (PPA), levando-se em denatdo as seguintes variaveis:
bioacumulacao, persisténcia, toxicidade a divemsganismos, potencial mutagénico,
carcinogénico e teratogénico. Os produtos forandisithdos em classes |, II, 1l e 1V,
definidos como altamente perigoso, muito perigoserigoso, e pouco perigoso,
respectivamente (COMPENDIO, 1996).
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As diretrizes e orientacdes, referentes a autdiagrenovagdo de registros e
extensdo de uso de agrotoxicos e afins no Brasdpalisciplinadas pela portaria 03 de
16 de janeiro de 1992 (DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 199 Essa portaria classificou
0s agrotoxicos em funcdo da sua utilizacdo, modacde e potencial ecotoxicologico,
tanto para o homem como para os demais organisivos, eventualmente, expostos a
eles. Foram estabelecidas quatro classes de tadeid, I, 1l, IV, que se referem a
extremamente téxico, altamente toxico, medianameidbdco e pouco toxico,
respectivamente (FERRO, 2006).

Os efeitos derivados da acdo de agrotoxicos podmndigersos, tais como
reacao direta com o DNA nuclear, incorporagédo ncdARNrante a replicagao celular,
interferéncia na divisao celular mitdtica ou meaiafidecorrendo em divisdes incorretas
da célula (VEIGA, 1995 e FERNADES, 2005).

3.2 Inseticida fipronil

O inseticida fipronil, comercialmente registradomm Regente®, segundo a
ANVISA (2005), tem nome quimico 5 - amino - 1 -§2,dicloro -a - a - a - trifluor -
p - totil) 4 - triflurometilsulfinil - pirazol - 3 carbonitrila, formula quimica

C12H4C12FsN4OS e férmula estrutural:
Cl

N CN
/\

CF; N

bp
NH, 0

O fipronil, inseticida pertencente ao grupo quimienil-pirazol, classificacao
toxicoldgica de classe Il (altamente toxico), psde caracterizado como um composto
de contato e ingestdo, com consequéncias que valgamspécie para espécie. Em
algumas espécies, o efeito de ingestdo € o maisriamte, enquanto em outras a acao
de contato é a mais pronunciada.

Vérios estudos tém demonstrado que o inseticidigaeao canal de cloro e
blogueia sua ativacdo pelo acido gama-aminobutif@aBA), uma substancia que

controla o fluxo de ions cloro, através da membidmaélula nervosa. Dessa forma, a
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auséncia da inibicdo sinptica causa uma hipesgéwt do Sistema Nervoso Central
(SNC), o que leva o organismo a morte (BLOOMQUIZD05). Segundo esse autor,
os efeitos de envenenamento do SNC, que se daap&hgonista neurotransmissor
inibitério GABA, acontecem quando o acido é liberaths terminacdes nervosas preé-
sinapticas e se liga ao receptor da proteina p@ptico, pelo canal de cloro intrinsico.
Quando o GABA se liga ao receptor, o canal é aleiitns de Cloro (Qlfluem para
dentro do neurbnio pos-sinaptico. Esta permeabiéidao cloro pode hiperpolarizar
(tornar mais negativo) o potencial de membranampk@endo uma diminuicdo do
impulso nervoso estimulado.

O inseticida fipronil é largamente usado nas catute algodao, arroz, batata,
cana-de-acUcar, cevada, feijdo, milho, pastageye estrigo. E um biocida mais eficaz
e mais toxico para alguns insetos, do que um dogeticida amplamente usado na
agricultura, o malation, sendo, dessa forma, cemna@tb vantajoso, quanto a sua
aplicacdo nessas culturas. A concentracdo indipada o fipronil € de 0,005 mg/L,
engquanto que para o malation € de 0,6 mg/L (Steseak, 1998apud TINGLE et al.,
2003). A vantagem atribuida ao fipronil, pela sogididade mais pronunciada, pode
também decorrer em um maior comprometimento anddigmbis, uma vez que doses
muito baixas deste produto ja séo eficientes pagaterminio de pragas, elas também
podem atuar, com a mesma efetividade, sobre orgarisdo alvos.

Pesquisas feitas por Tingle et al. (2003) revelame q inseticida fipronil
desaparece rapidamente na superficie da agua, mabguns dados mostrem uma
toxicidade relativamente baixa para organismos tampsando alvos. Outros autores
(Stevend et al., 199&pud TINGLE et al., 2003) apontam uma diminuicdo no actp
ambiental, quando o fipronil foi aplicado para atrole de insetos pragas de arroz em
New South Wales, USA.

O produto ativo fipronil é também encontrado emmiglacdes utilizadas na
veterinaria como, por exemplo, o produto comer€iahtlin€®. Esse produto é aplicado
nos pélos de animais e tem sua acado prolongada seeioefeito reservatorio nas
glandulas sebéceas. O fipronil ndo € sistémico, sétalo entdo transportado pela
corrente sangiinea, o que o caracteriza como ptixico e indicado para uso em
pequenos animais. O produto pode ser aplicado laotds de caes e gatos, portadores

de Dermatite Alérgica a Picadas de Pulgas (DAPP).
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Embora o fipronil seja largamente usado em algaiseg como o Brasil, este
tem seu uso proibido nos paises da Europa, porceesiderado de alto grau de
toxicidade, comprovado pelos problemas sérios tragiss em organismos expostos
(Stevend et al., 1998pudTINGLE et al., 2003).

3.3 Mutagénese Ambiental

Durante as Ultimas trés décadas, a comunidade ifante as agéncias
regulatorias tém tomado consciéncia sobre os impaambientais e a decorrente
interferéncia na saude humana e na sustentabilidasleecossistemas. No Brasil, os
testes de ecogenotoxicidade tém sido empregadsde @gedécada de 80, visando uma
melhor avaliacdo das condicfes ambientais (BUCKIDRS).

Os seres vivos estdo expostos a acdo de numeageoses potencialmente
toxicos, os quais podem ser fisicos, quimicos é@icos e causar efeitos toxicos,
bioquimicos, patolégicos e, em alguns casos, garsee(ARNAIZ, 1995).

A toxicologia € a ciéncia que estuda os efeitosvaegcdas substancias quimicas
sobre os sistemas vivos. E uma ciéncia multidisepl que engloba conhecimentos de
Farmacologia,Bioquimica, Quimica, Fisiologia, Genética e Pat@pgntre outros
(REMIAO, 2008). J& a genética toxicolégica, tem faalidade identificar e analisar a
acdo desses compostos, quanto a sua capacidadeemdgir com o material genético
dos organsimos e, assim, promover alteracdes isigives nos sistemas bioldgicos
(AL-SABTI e METCALFE, 1995).

As mutagbes ocorrem em todos 0s seres vivos, sandarocesso fundamental
para a evolucdo e a diversidade das espécies. Maitaracoes genéticas sao
decorrentes da acédo dos chamados agentes mutag@geates estes capazes de alterar
a sequéncia das bases do DNA. Muitas mutacdes m@ticam em mudangas
detectaveis na atividade metabdlica da célula owmanismo e, portanto, passam
despercebidas. Outras, podem determinar a moud&rcel, conseqiéntemente, também
nao sao detectaveis. Assim, apenas, um pequenamaimenutacdes, que ocorrem em
genes especificos, pode determinar vantagens paoaganismo ou levar a um
crescimento desordenado das células, alteracés gstapodem ser transmitidas por
diversas geracdes (RIBEIRO et al., 2003).
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Os mecanismos de mutagénese e carcinogénese pagstanintrinsecamente
ligados. A mutacdo é uma consequéncia do dano nA BNste pode ser o0 estagio
inicial no processo pelo qual a maioria dos cag@m@s quimicos inicia a formacéo do
tumor. A literatura tem mostrado que mutacdes emosé&genes criticos tém sido
encontradas nas neoplasias. Os primeiros genetfichios foram os protooncogenes,
nos quais mutacdes ocorrendo em um Ou poucos camdis, podem gerar um
produto génico ativado, que causa a transformaghaac (BISHOP, 1991apud
RIBEIRO et al., 2003). Por outro lado, ha os gengsessores de tumor que codificam
proteinas essenciais para o controle do crescinmitdar. Quando esses genes sao
inativados, por perda ou mutacdo, podem resultarcescimento celular aberrante
(RIBEIRO et al., 2003; BARROS, 2007).

Muitas técnicas estdo sendo desenvolvidas pafli@@ggotencial mutagénico e
genotéxico de agentes poluidores, tais como: an@les aberragcbes cromossdmicas,
andlise de DNA *“fingerprinting”, analise de freqaén de quebras na molécula de
DNA; ensaio do cometa; quantificacdo dos adutoDHNA e teste do micronicleo
(FERNANDES, 2005; MATSUMOTO et al., 2004).

Um dos mais antigos testes realizado para avaliaig mutagénese, é de
aberracdes cromossbémicas, o qual, segundo a cétigerclassica, € um dos poucos
métodos diretos usados para mensurar mutacdesse@mas expostos a mutagenos ou
carcindgenos potenciais (RANK et al., 2002; FERNAND2005).

Os testes de Ames, realizado c&amonella thiphyrumue a citogenétican
vitro, realizadacom células de mamiferos (aberracdo cromossémitarenucleo), sado
utilizados para deteccao do potencial mutagénicageéates quimicos. O primeiro teste
acima citado detecta varios tipos de mutacdes depoaveis, que envolvem poucos
pares de bases do DNA, em um genoma bacteriandesimPs ultimos detectam
alteracdes cromossémicas estruturais e/ou numgrnasoscopicamente visiveis, mas
de viabilidade desconhecida, que envolvem, no ndnitd milhdes de pares de bases
(LIMA e RIBEIRO, 2003; HERINGA et al., 2007).

O ensaio do micronucleo avalia, pela presenca algedps de cromatina
intracitoplasmética, a possibilidade de inducdo aigebras ou de perdas de
cromossomos inteiros, caracterizando a potencddisgautagénica do agente estudado.

A técnica é aplicada, principalmente, em monitorsmela poluicdo ambiental e usa
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diversos organismos testes (roedores, peixes, aslargtc.) como bioindicadores
(FERNANDES, 2005).

3.4 Allium cepacomo organismo teste

Bioensaios com plantas tém sido considerados neaisiveis e mais simples,
quando comparados com bioensaios que utilizam anifasta forma, muitos vegetais
superiores sao, freqlientemente, utilizados para amitatamento de poluentes
ambientais. Segundo MA et al, (1995), os vegefais, serem receptores bioldgicos
diretos de poluentes, constituem um importante mahtpara testes genéticos e de
monitoramento ambiental.

Para a avaliacdo das atividades mutagénicas deogsimmbientais, diferentes
sistemas vegetais sdo usados, tais com@ eoepa Arabidopsis thalianae Hordeum
vulgare Por meio desses sistemas vegetais podem seradi ensaios de aberragdes
cromossOmicas e outros testes citogenéticos (COMTE, 1998; TIMBRELL, 1999;
RANK et al., 2002; VENTURA, 2004; FERNANDES, 2008 ATUSUMOTO et al.
2006; LEME, 2007).

Dentre os vegetais superiores, espécies do géhidion tém sido bastante
utilizadas para estudos dos mecanismos basicosleteleninacdo dos efeitos de alguns
quimicos. Entre as espécies desse géhermepaé a mais indicada como material-teste
padrdo pela “Royal Swewdish Academy of ScienceSKHEJO, 1985) e pelo “Gene-
Tox Program” (GRANT, 1982). A especke cepatambém foi utilizada em estudos de
colaboracéo internacional realizados entre o ‘WnN&tions Environmental Program”
(UNEP), a “World Health Organization” (WHO) e a “Usnvironmental Protection
Agency” (USEPA), que provaram a eficiéncia destganrsmo para uso em
monitoramento de mutagenicidade, decorrentes de aegh poluentes ambientais
(GRANT, 1999; MENKE at al., 2001).

Ainda segundo Grant (1982), Fiskesjo (1985) e Muatdo et al. (2006), a
espécie A. cepa oferece bons resultados para avaliacdo de efaitimgoxicos,
genotéxicos e mutagénicos de varias substanciasgjoseonsiderada como um
organismo padréo para testes rapidos (SMAKA-KINE€hlg 1997), por apresentar boa
correlacdo com sistemas teste de mamifero (GRARNS2;1ICHAUAHN et al., 1999).

Alteracdes cromossomicas efn cepapodem ser observadas em qualquer fase da
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divisado celular e sdo consideradas evidéncias eitogfmutagénicos promovidos por
agentes clastogénicos (quebra de cromossomos) augé@mcos (perda de
cromossomos), classificados de acordo com o tipatdeac&o induzida (VIDAKOVIE-
CIFREK et al., 2002; VENTURA, 2004; FERNANDES, 2008ATSUMOTO, 2006).
De acordo com Rank e Nielsen (1993), a sensibiidbmiteste de mutagenicidade com
Allium foi calculada como sendo superior em 82% aosteeisg obtidos com roedores.

Segundo Kincl (1996), Matsumoto et al. (2006), Lesnidarin-Morales (2008),
os testes feitos comy. cepa,para determinacdo de genotoxicidade e de citatiade,
sdo feitos em curtos periodos de tempo, podenda@erados para avaliagdo de
contaminagcdo por poluentes lancados na agua, teoom pardmetros citologicos:
aberracdes cromossémicas, inducdo de micronuclemgbigdo de divisdo celular.
Assim, a espécié. cepatem sido um organismo muito utilizado para tededeteccao
de substancias genotdxicas presente no ambiem#o semetodologia de inducdo de
aberracdes cromossdmicas (AC) a mais indicadagsaeafim.

Os testes conAllium foram introduzidos por Levan em 1938 e, mais tarde
passou a ser um teste padréo para analises deoraoménto e controle toxicolégico de
residuos quimicos presentes em agua de rio. Sedbotidle et al. (1999), testes de
AC, realizados com. cepamostraram maior eficiéncia que os testes de mictens,
realizados conTradescantiaquando testaram solos contaminados.

Segundo Kuras et al., (2006) o organismo-tésteepaé de facil preparacéo
para analise, pois contém células meristematicanopéneas, tem cromossomos
grandes e em numero baixo (16 cromossomos), aléreeddacilmente corados e
observados.

O sistemaA. cepa mostrou-se eficiente para ser utilizado em testes
citotoxicidade. Estudos realizados por Kuras e28l06), com extrato aquoso da planta
Uncaria tomentosaum fitoterapico usado em tratamentos alternati@scanceres e
outras doencas graves, mostraram que o sistenedAtestpae indicado para avaliagao
de citotoxicidade de células expostas a quimicosxitato causou, erA. cepa uma
inibicdo da divisdo celular meristematica, confint@ as propriedades antimitoticas ja
descritas para o produto pelos sistemas teste baimanano.

Outra confirmacédo do sistema-testecepa para a avaliacdo de citotoxicidade,

pode ser observado nos estudos de Riffat e Mas2006), onde os autores
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recomendam esta espécie para bioensaios de avaliagéxicidade de véarios poluentes
aquaticos, quando realizam testes biondicadores CERB-ethoxy— resorufin—O—

decthylase).

3.4.1. Teste de aberragbes cromossOmicas Afium cepa

A avaliacdo de genotoxicidade de quimicos perigfolsmosos tem sido feita, ha
muitos anos, por meio de testes com vegetais supsriRANK, 2002). Durante a
década de 30, Levan (1938) demonstrou que a colehpoderia causar distarbios no
fuso mitético, levando a uma poliploidizacdo emuld meristematicas de raizes de
Allium. Posteriormente, Levan (1945) demonstrou que vasalucdes de sais
inorganicos induziam diferentes tipos de aberrag@esnossdomicas em células de
meristemas radiculares ée cepa Desde entdo, muitos novos testes de mutagengidad
utilizando microorganismos, linhagens celulares rdamiferos e outros sistemas
biolégicos, tém sido desenvolvidos, mas os tesbes vegetais ainda séo utilizados,
rotineiramente, em laboratérios de todo o mundanadndicadores do potencial
mutagénico de diversos agentes. Além disso, ensaiosvegetais sdo Uteis para se
testar amostras ambientais complexas como esgoROVER e KAUR, 1999,
HOSHINA, 2002, 2005, MAZZEO, 2006), 4guas de riBANK e NIELSEN, 1998;
HOSHINA, 2002, 2005; MATSUMOTO, 2006; MAZZEO, 2006EME e MARIN-
MORALES, 2008) e solos contaminados (KOVALCHUCKagt 1998; COTELLE et
al., 1999; CARITA, 2008).

Comparacoes feitas com plantas e outros organismesgraram que as plantas
superiores tém grande sensibilidade a testes mitagée genotdxicos, confirmando
que elas constituem um valioso sistema de ensa#rpanitoramento ambiental e s&o
excelentes indicadores de efeitos de citoxicidadmutagenicidade, causados por
quimicos no ambiente. Outros ensaios ainda comgpvaue a espécid. cepaé
altamente adequada para testes de genotoxicidad@ANG, 1994; MATSUMOTO,
2006; LEME e MARIN-MORALES, 2008).

Testes realizados comA. cepa tém recebido uma atencdo especial,
principalmente apos ter sido adaptado para seaavefkitos de poluentes do solo e da
agua como, por exemplo, os acidos clorofenoxideeté clorofendis (FISKEJO et al.,
1981), o aluminio (BERGGREN e FISKEJO, 1987), asaisi de metais pesados
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((FISKEJO, 1979, 1994; LIU et al., 1995; BARBOSADE LA TORRE, 1996;
MATSUMOTO, 2004, 2006) e outras substancias quisnidarivadas de efluentes
industriais (FISKEJO, 1985; VIDAKOVIC et al., 1993) de atividade agricola
(FRANEKIC et al., 1994; GULATI et al., 1994; GROVER al., 1997, VENTURA,
2004. FERNANDES et al., 2007).

Segundo Rank e Nielsen (1997), o génAtiium foi um bom sistema para
monitoramento de efeitos clastogénicos, causadas Npnethiyl-N-nitrosaourea.
Curiosamente, a eficiéncia do teste de micronluckmdizado com células de raizes de
A. cepa para se detectar a clatogenicidade do raio-Xstiperior a encontrada para o
teste deVicia faba(AL-SABATI e METCALFE, 1995; MA et. al., 1995).

Por meio de testes de aberracdes cromossomicitarkir(1998), observou que
altas doses de um determinado quimico induziramrragiies cromossémicas
estruturais, como quebras e trocas cromossOmicasomatidicas, que poderiam levar
a célula a morte. Porém, observaram também ques dizras da mesma substancia,
geralmente, induziram pouca ou nenhuma toxicidafidar, com formacéo de células
viaveis, embora com varios tipos de aberracbesa@ssfmicas presentes.

Sistemas testes vegetais cofocepa também tém sido utilizados para outros
estudos de mutagenicidade, como, por exemplo, @tefde extratos vegetais e de
produtos naturais, visando a deteccdo da antigecatade ou antimutagenicidade
(TEIXEIRA et al.,, 2003; ROBERTO, 2006; FACHINETTOQ al., 2007). Outra
aplicacao do testd. cepafoi dada para avaliagbes de plantas medicinaiadralmente
usadas em tratamento de doencas. Estudos desteezmatsao insuficientemente
estudados e requerem uma maior investigacao (BAGAdt al., 2007).

Segundo Rank e Nielsen (1998) o testeAdeepapode ser considerado um
método mais sensivel que outros até hoje utilizadet® que esse teste pode ser usado
como ferramenta para avaliagdo de contaminacdo ggumas substancias
carcinogénicas que séo negativas para o teste @és.Am

Fiskejo (1993 e 1994) ainda ressalta a importaace utilidade dos sistemas
testes vegetais na avaliagdo de riscos de genmtad& de substancias quimicas
sintéticas e naturaignfatizando que, apesar das diferencas entre abalisimos de
plantas e animais, existem similaridades entresesisgemas, que podem auxiliar na

compreensdao da acdo dos agentes toxicos. O autoraafjue a ativacdo de pro-
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mutagénicos, em plantas, pode caracterizar impedanformagdes de alerta, quanto
ao consumo de alimentos contaminados que possamarsderir, via trofica, e que
podem, eventualmente, apresentar uma potencialidadgromocdo de mutacbes em

humanos.
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Resumo
Muitas substancias quimicas vém sendo utilizadaa @aersos fins, desde o

final do século XIX. Dentre elas, destacam-se agstagicos que sao muito utilizados
no combate de organismos indesejaveis da agriault@s agrotoxicos recebem
denominacdes especificas, de acordo com os alvaisacos quais sdo destinados,
como: inseticidas, fungicidas, herbicidas, nemaaisj entre outros. Os inseticidas por
sua vez, sdo agentes que tém acao de combat@sinseito na fase adulta como larval.
O fipronil € um inseticida do grupo fenil-piraztdxicologicamente classificado como
de classe Il (altamente téxico), muito utilizado awgicultura, especialmente na cana-
de-acucar, bem como nas residéncias, para contbaterpragas de vegetais como de
animais. A acao deste inseticida se da pela saed@ao canal de cloro, promovendo o
blogueio da ativagdo da condugdo dos estimulososesy pelo &cido gama-
aminobutirico (GABA), uma substancia que controliugo de ions cloro, através da
membrana da célula nervosa. Em pequenas concesgraggiresenta uma eficiente acéo
nos organismos alvos. Esta caracteristica tambéde pausar problemas ao meio
ambiente, muitas vezes, longe até dos lugares @widaplicado. O fipronil, em
temperaturas moderadas, é estavel no ambienteepma de um ano. Estudos mostram
que esse inseticida pode ser degradado em diverstaholitos, que sdo ainda mais
toxicos que ele. Quanto a sua persisténcia no aebie fipronil apresenta variacdes
decorrentes da sua formulacdo, sendo alguns denrsgabolicos mais persistentes que
0 proprio inseticida. Estudos sobre a adsorgacssatdedo do fipronil, no solo, indicam
que, tanto o fipronil como os seus metabolitos, t@éma baixa mobilidade neste
ambiente. O fipronil ndo € acumulado no meio antbiemas algumas vezes tem sido
registradas acumulos de seus metabdlito. Resideidgmbnil ingeridos na pastagem
foram encontrado no leite, na urina, nas fezesn alé ser bioacumulado no tecido
adiposo, indicando uma potencialidade de transt@éna cadeia trofica. Pelos efeitos
registrados para o fipronil, em estudos realizamws varios organismos, fica claro que
0 produto pode comprometer 0s ecossistemas, pejpsZns que causa aos organismos

expostos, além de apresentar um potencial de &isatide humana.

Palavras-Chaves:Fipronil, metabolitos de degradagéo, vias de agBotos, impactos

ambientais, perigos para a saude humana.
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1. Introducéo

O uso de substancias quimicas para controlar degpigggas e plantas daninhas
na agricultura teve seu inicio no final do séculiX,Xmas, somente apos a Segunda
Guerra Mundial, essa pratica seguiu critérios neastificos (LORENZI, 1990). De
acordo com os alvos contra os quais sdo destinadogrodutos quimicos usados na
agricultura sdo denominados de inseticidas, fudgg;i herbicidas, nematicidas, entre
outros (KOTAKA e ZAMBRONE, 2001).

O conjunto de produtos quimicos, acima referidesebe as denominacgdes de
defensivos agricolas, praguicidas, produtos fitus@os ou agrotoxicos (este ultimo
no Brasil, por forca da Lei n° 7.802/89) (KOTAKAZAMBONE, 2001).

Segundo Machado (2001) e de acordo com a Lei /d&921 de julho de 1989,
art. 2° inciso |, agrotéxicos sao:

1- “Produtos e ou agentes de processos fisicos, gusnoig bioldgicos, destinados
ao uso nos setores de producao, armazenamentcefclznento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecao de floreatasms ou implantadas e em
outros ecossistemas, bem como em ambientes urblaitbgos e industriais,
cuja finalidade seja de alterar a composicao dea ftmu da fauna, a fim de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos catiganocivos”.

2- “Substancias e produtos empregados como desfelhlantdessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento”. Todgs agrotoxicos tém a
propriedade comum de bloquear um processo metabdiial de organismos
alvos, para os quais sdo toxicos. Estes quimicesnagiretamente, em um
organismo indesejavel, eliminando-o ou controlandde alguma maneira,
como, por exemplo, interferindo em seu processmdejivo.

Todos os agrotdxicos tém uma propriedade em comumg a de bloquear um
processo metabdlico vital de organismos alvos, meraquais sao téxicos. Estes
quimicos agem diretamente no organismo alvo, etimdo-o ou controlando-o de
alguma maneira, como, por exemplo, interferindosemprocesso reprodutivo.

Desde a sua introducéo, 0s agrotoxicos vém se tedzando como um
problema, em potencial, para a saude humana. Quanitogestdo de alimentos
contaminados com esses produtos, sabe-se que darcaetade dos alimentos

consumidos nos Estados Unidos contém niveis mergsrale, no minimo, um
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agrotoxico. Por essa razao, muitos destes quinfidcesn banidos ou tiveram seu uso
limitado (BAIRD, 2002).

O uso de agrotoxicos tem causado um grande nunderoacidentes,
principalmente, entre os trabalhadores rurais. Aipwacao caseira, na maioria das
vezes, € inadequada, ocorrendo, periodicamentgacsiés de envenenamento e de
contaminacdo ambiental (LANGENBACH, 1989). Por ®destas razdes, 0 uso
inadequado de agrotoxicos foi objetivo de adveréénaundial, em 2002, pela FAO
(Food an Agriculture Organization — FAO, 2007), geeisou o coédigo internacional de
conduta sobre a distribuicdo e a utilizacdo detagios.

A Portaria Normativa n° 139, de 21 de dezembrd38, do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovai&aMA), com base no
Decreto n°® 98.816/90, classificou os agrotdéxicosantpu ao seu potencial de
periculosidade ambiental (PPA), levando-se em dena¢do as seguintes variaveis:
bioacumulacao, persisténcia, toxicidade a divemsganismos, potencial mutagénico,
carcinogénico e teratogénico. Os produtos forandigidhidos em classes |, II, 11l e 1V,
definidos como altamente perigoso, muito perigoserigoso, e pouco perigoso,
respectivamente (COMPENDIO, 1996).

As diretrizes e orientacdes, referentes a autdia;renovagdo de registros e
extensdo de uso de agrotoxicos e afins no Brasdpalisciplinadas pela portaria 03 de
16 de janeiro de 1992 (DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 199 Essa portaria classificou
os agrotoxicos em funcédo da sua utilizagdo, modacde e potencial ecotoxicoldgico,
tanto para o0 homem como para 0os demais organismos presentes no ambiente.
Foram estabelecidas quatro classes de toxicidad®; lll, IV, que se referem a
extremamente téxico, altamente toxico, medianameidbdco e pouco toxico,
respectivamente (FERRO, 2003).

O Brasil é o quarto maior consumidor mundial de sthficias quimicas
empregadas na agricultura. O consumo de agrotoximmsnosso pais é de,
aproximadamente, 3,2 Kg de ingrediente ativo patdre. Cerca de 88% do total dos
agrotoxicos aqui comercializados vao para os estato Sdo Paulo (22%), Parana
(16%), Rio Grande do Sul (13%), Mato Grosso (12%has Gerais (10%), Goias (9%)

e Mato Grosso do Sul (6%). As culturas de sojahanititros e cana-de-agucar utilizam
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cerca de 66% do total de agrotoxicos consumido8nasil (JOURNAL EXPRESS,
2004) e a soja, sozinha, utiliza cerca de 35% gestentual (FERRO, 2003).

A preocupacdo com a contaminacdo por agrotoxicddrasil tem despertado o
interesse de pesquisadores, quanto a sua potdadeliem contaminar o ambiente
(RIBEIRO, 2006; RIEDER, 1996; DORES, 2000; GUIMARSE2000; SCHIO, 2001)
e os alimentos (PIZANO e BAPTISTE, 1998; VIEIRA, 989, dentre estes o leite
humanoMATUO et al., 1990; OLIVEIRA, 1997).

Dentre os agrotoxicos, 0 grupo dos inseticidaseoeedestaque, especialmente,
pelo amplo uso em culturas que ocupam grandessédsrile terra, em especial, a cana-
de-acgucar, amplamente difundida no estado de Silo.Fssses quimicos tém a funcao
de controlar insetos pragas da agricultura, umfdtmses redutores de produtividade,
sem injuriar as culturas agricolas.

Os inseticidas possuem acédo de combater insett®s@ larvas, e podem ser
classificados, quimicamente, segundo a CENEPI/R2088), como:

1. Organofosforados: compostos organicos derivado&cdin fosférico, do acido
tiofosférico ou do acido diotiofosférico. Ex: Fotitf, Azodrin®, Malatior?,
Diazinor?’, Nuvacroff, Tanarif?, RhodiatoX.

2. Carbamatos: derivados do &cido carbanico. Ex: @ifharemik®, zectran?,
Furadafi.

3. Organoclorados: compostos a base de carbono, cdimaisa de cloro. Séo
derivados do clorobenzeno, do ciclo-hexano ou dodieno. Estes agrotoxicos
foram muito utilizados na agricultura, porém seuo usem sido,
progressivamente, restringido ou mesmo proibidta pea alta toxicidade. Ex:
Aldrin®, Endrir®, BHC®, DDT®, Endossulfafi, Heptaclor8, Lindané&, Mirex®.

4. Piretréides: compostos sintéticos que apresentamut@®s semelhantes a
piretrina, substancia existente nas floresGloysanthemum cinenarialfolium
Alguns desses compostos sao aletrina, resmetratantktrina, cipermetrina e
fenpropanato. Ex: DedisProtectof, k-Otriné®, SBP.

Um outro grupo de inseticida também utilizado nepgcuaria, mas que néo se
enquadra dentro da classificacdo acima, € o grupoFdnil-pirazol, cujas

caracteristicas estao descritas abaixo:
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5. Fenil-pirazol: compostos a base de fenil-piras@p snuito utilizados na
agricultura e nas residéncias, para combater ingetaga, tanto de vegetais
como de animais. EXipronil. Esse tipo de inseticida é largamente osads
culturas de algoddo, arroz, batata, cana-de-aclimarada, feijdo, milho,
pastagens, soja e trigo. Nas residéncias, eleligadth no tratamento contra
pulgas e carrapatos de caes e gatos (TINGLE &0dl3; ANVISA, 2005).

2. Caracterizacao do inseticida fipronil

Os organofosforados vem sendo gradualmente sufifpor outros inseticidas
de classes consideradas menos téxicas, na tenti@iranimizar o seu possivel efeitos
nocivo a saude e a contaminacdo, pela sua altéstgersa, nos alimentos. Um dos
inseticidas mais usados em substituicdo aos orgsfooédos € fipronil, pertencente a
classe dos fenil-pirazol. (COLLIOT et al., 1992;IFREal., 2004).

O fipronil € um inseticida do grupo dos fenil-piohzdescoberto pela Rhéne-
Poulenc Agro (TINGLE et al., 2003; ANVISA, 2005)ste inseticida € considerado de
largo espectro, usado contra pragas sugadorasntkta@ e mastigadoras. E amplamente
usado para controle de insetos em varias cultuoasocde gréos, folhas e frutos
(TINGLE et al., 2003; PEI et al., 2004).

O inseticida fipronil, tem nome quimico 5-amino21§ -dicloroe-a-a- trifluor-
p-totil) 4-triflurometilsulfinil-pirazol-3carboniita, féormula quimica @H4Ci12FsN4OS e

férmula estrutural como representada na Figura 1:

Cl
CF; N

a SCF;
NH, 0

Figura 1: Formula estrutural do inseticida fioptgiNGLE et al., 2003).

O fipronil é, toxicologicamente, classificado conue classe I, por ser

considerado altamente toxico. Como caracteristiemlgdo produto, ele apresenta
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coloragéo branca, odor moderado, ponto de fusad98e5°C - 203°C, densidade de
1,6262 g/mL para 20°C, pressado de vapor 2,8%mfHg para 25°C e pH de 5,9 a 6,1
a 23°C (USEPA, 1996pud TINGLE et al., 22003).Sua comercializacéo é feita sob
diversas formas e denominacdes, tais como: Ternisf), Regefii(Basf), Frontlin&
(Merial) e Adoni§ (Rhone-Poulenc, and Aventis, France)

O inseticida fipronil desaparece, rapidamente, uyzedicie da agua e alguns
dados mostram uma toxicidade relativamente baixa paganismos aquaticos néo
alvos (TINGLE et al., 2003). Stevens et al. (19@®pntaram um baixo impacto
ambiental, quando o fipronil foi aplicado para colg de insetos pragas nos Estados
Unidos. Segundo este mesmo autor, o fipronil faisotderado moderadamente toxico
para passaros galiformes e pouco téxico para espaéb-galiformes (STEVENS et al.,
1998).

O produto ativo do fipronil é encontrado em forngdles utilizadas na
veterinaria como, por exemplo, o produto comeriahtlin€®. Esse produto é aplicado
nos pélos de animais e tem sua acado prolongada seeioefeito reservatorio nas
glandulas sebaceas. O produto ndo € sistémicoseddo assim transportado pela
corrente sangiiinea. O Frontfthpode ser aplicado em filhotes de cdes e gatos, com
mais de oito semanas de vida, portadores de déenaddrgica a picadas de pulgas.

Embora o fipronil seja largamente usado em alguaises como o Brasil,
Stevens et al. (1998) relata que o produto tenuseiproibido na Europa, pelo seu alto
grau de toxicidade, comprovado pelos problemassérgistrados em organismos
expostos.

3. Modo de acao do inseticida fipronil

O fipronil pode ser caracterizado como um compdstaontato e ingestdo, com
consequéncias que variam de espécie para espécialgdmas espécies, o efeito de
ingestdo € o mais importante, enquanto que em o@atracdo de contato € a mais
pronunciada. Varios estudos tém demonstrado quseticida se liga ao canal de cloro
e bloqueia sua ativacdo pelo &cido gama-aminobot{GABA), uma substancia que
controla o fluxo de ions cloro, através da membidmaélula nervosa. Dessa forma, a
auséncia da inibicdo sinaptica causa uma hipesp@ot do sistema nervoso central

(SNC), o que leva o organismo a morte (BLOOMQUIZD05). Segundo esse autor,
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os efeitos de envenenamento do SNC, que se daapé&hgonista neurotransmissor
inibitério GABA, acontecem quando o acido é liberaths terminacdes nervosas pré-
sinapticas e se liga ao receptor da proteina p@ptsco, pelo canal de cloro intrinsico.
Quando o GABA se liga ao receptor, o canal é aberfons Cloro (C) fluem para
dentro do neurbnio pos-sindptico. Esta permeabiéidao cloro pode hiperpolarizar
(tornar mais negativo) o potencial de membranampk@endo uma diminuicdo do
impulso nervoso estimulado. Esta mesma acdo € \@ukernos insetos, pela
neurotoxicidade conferida ao “cérebro” e aos gésgkentrais, que caracteriza o centro
nervoso do inseto.

O fipronil é usado para controlar insectos em geoaho gafanhotos e cupim,
tanto na fase larval como adulta, além de ser adldiccontra insectos resistentes a 0s
insecticidas piretrdides, organofosforados e cadbasn (Bobé et al., 199apud
TINGLE et al., 2003).

Estudos realizados em laboratdrios indicam queseticida fipronil é 40 vezes
mais ativo em invertebrados do que em vertebra@sOOMQUIST, 2005;
RAVENTON et al., 2007). Casarin (2007), estudanfit@s do inseticida fipronil em
cupins, observou uma altissima toxicidade do pmdpela alta mortalidade que
promoveu nestes insetos, mesmo quando aplicadoaefasbconcentracdes. A autora
afirma que a mortalidade observada foi provocada jpdta acdo de contato do
inseticida. Por esta caracteristica, o insetidl@ihil ndo foi considerado indicado para
a erradicacao de coldnias de cupim do solo, poiseto, ap0s entrar em contato com o
inseticida, morre. Assim, como o inseticida ndora@ngferido entre individuos da
colonia, ele s6 se apresentou indicado para usco doanreira quimica em solos

infestados por estes organismos.

4. Processos de degradacgéo e metabdlitos formados

Como o fipronil tem um grande potencial de aplicagin campo e pela
efetividade de sua acdo, muitas pesquisas foramndelsidas com a intencdo de
buscar informacgdes precisas dos reais efeitos destéicida sobre o ambiente. Com
este proposito, pesquisas sobre a dinamica da diegira do fipronil foram
desenvolvidas por varios autores, como descritoTpogle et al. (2003) e Pei et al.,
(2004) além das caracteristicas de degradacdoatiutore os metabdlitos derivados

desta degradagao.
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O fipronil, na falta de metabdlitos ibnicos e enmperaturas moderadas, é
estavel no ambiente, por cerca de um ano. Em cdbesli@erdbicas, associadas a
temperaturas de 22° C a 25° C, o produto tem meé#ade 18 a 308 dias, embora
também possa apresentar variacdes decorrentgsoddetisolo, do pH e do contetdo de
matéria organica do solo onde foi aplicado (Belaynt998,apud TINGLE et al.,
2003).

No ambiente, o fipronil pode ser degradado em dogr metabdlitos,
dependendo das condicbes ambientais onde ele licadp, tais como: MB 46513
(desulfinil-fipronil), MB 46136 (sulfone-fipronil)MB 45950 (sulfide-fipronil) e RPA
200766 (amide-fipronil), dentre outros (PEI et 2003) (Figura 2, Tabela 1).

4.1. Degradacéao do fipronil na agua

O fipronil na 4gua, quando expostos a luz aréfiegm laboratorio, tem meia-
vida de 3,63 horas. A maioria do metabdlitos enealuts, apos a degradacdo na agua, €
0 MB 46513 e 0 RPA 104615. (USEPA, 2008).
A acado de diferentes concentracGes do fipronil, eakistema teste dallium cepa,
indicou que as concentragfes mais baixas induzemn anaior efeito genotdxico e
mutagénico em suas células meristematicas. Egtastsficou mais evidente, quando
os testes foram realizados na presenca de luzrandst que a fotodegradacdo é uma
das vias que proporciona um grande efeito toxicandeticida (PEDRO e MARIN-
MORALES, dados né&o publicados).

4.2. Degradacéao do fipronil no solo

A degradacao do fipronil no solo, pode se dar petae por acdo microbiana.
Pela acdo da luz, este inseticida tem a caradteridgé ser lentamente degradado em
solos argilosos, tendo uma meia-vida de 34 diastadecondi¢bes, os produtos de
degradacédo sdo o RPA 20766, o MB 46513 e o RPAIB{BINGLE et al., 2003;
USEPA, 2008). Em solos descobertos, o inseticidaais lentamente degradado, por
processos bidticos, (1,1 a 1,5 meses) do que ers som cobertura vegetal (0,4 a 0,5
meses) (TINGLE et al., 2003).

Estudos desenvolvidos na Europa e nos Estado®&/regelaram que o fipronil

tem uma meia vida de 3,0 a 7,3 meses, e que ma®%edos seus residuos ficam
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dispostos na camada mais superior do solo, istwifa dos 30 cm da superficie do
solo. Quando usado em microgranulos, em solos arertura vegetal, o inseticida
apresentou uma meia vida de 0,4 a 1,5 meses (RPaulénc, 1996apud TINGLE et
al, 2003).

Bloomquist et al. (2000) afirmam que, no campo,pvohil apresenta baixa
mobilidade no solo, acdo esta associada ao fate theseticida ndo ser sistémico, o que
favorece a sua permanéncia no local onde foi ajicaugerindo que o mesmo é de
baixo impacto ambiental. Raventon et al. (2007)bi&m registraram baixa mobilidade
do fipronil no solo. Porém, dados de Faouder ef2807) indicavam que a dissolucao
do produto em metabdlitos parece ser uma importaatele dissipacdo do inseticida
pelo solo, pelos dados de contaminagcéo por fiproggiistrados em culturas nao
tratadas, quando proximas a culturas tratadas sterireseticida.

O fipronil se degrada mais rapidamente em regifmgscais do que em regides
temperadas. O metabdlito mais encontrado em salopicais, decorrente da
fotodegradacao, foi o fipronil desulfinyl (MB 4651@elayneh, 199&pudTINGLE et
al., 2003), também conhecido como destrofiprokigyra 2, Tabela 1).

Em solos tropicais, o fipronil tem uma meia-vida3éehoras, sendo encontrados
0S seus metabolitos na camada até 10 cm de prdadelido solo. A degradacédo é
rapida, sendo degradado 75% do produto, apos imésdd aplicacdo. Os metabdlitos
produzidos nesta degradacéo, segundo Bobé eB8B,(apud TINGLE et al. 2003), foi
o sulfido fipronil (MB 45956), amido fipronil (RPR00766), desulfinyl fipronil (MB
46513) e sulfone fipronil (MB 46136) (Figura 2, Edd1).

A sorcao e mobilidade do fipronil na superficie sitdo sdo de moderada para
baixa (MEDE, 1997; DPR 2001), o que resulta em aiRdopotencial de contaminacao
de aguas subterrdneas (USEPA 198pud TINGLE et al.,, 2003; BURR, 1997,
CONNELLY, 2001).

Abaixo da superficie do solo, o fipronil tem umadéncia para dissipar pela
associacdo entre as particulas, juntamente comadugr desagregacao microbiana
(USEPA, 199G pudTINGLE at al., 2003). Segundo Burr et al. (199%/jipronil ndo se
desloca para as camadas mais profundas do solcsemdlm, desta forma, esperada a

contaminacéao pelo inseticida nestes ambientes.
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Tabela 1: Codigos de identificacdo, nomes comumsimicos da maioria dos produ

degradados do fipronil

Codigo Nome comum Nome quimico Fonte
MB 046030 Fipronil 5-amino-1-{2,6-dichloro-4- USEPA 1996
RPA 095988 (trifluoromethyl)phenyl]-4-
RPA 200799 [(1R,S)-(trifluoromethyl)-
RPA 200800 sulfinyl]-1H-pyrazole-3-
RPA 591062 carbonitrile
MB 45897  Fipronil detrifluoro-  5-amino-3-cyano-1-(2,6- Janet Bressant,
methylsulphinyl dichloro-4-trifluro- USEPA;
methylphenyl) pyrazole Hainzl and
' Casida, 1996
MB 45950  Fipronil sulfide 5-amino-1-[2,6-dichloro-4- USEPA, 1997b
(trifluoromethyl)phenyl]-4-
[(trifluoromethy])thio]-1H-
pyrazole-3-carbonitrile
MB 46136  Fipronil sulfone S-amino-1-[2,6-dichloro-4- USEPA, 1997b
(trifluoromethyl)phenyl]-4-
[(triflnoromethyl)sulfonyl]}-
1H-pyrazole-3-carbonitrile
MB 46233
MB 46513  Fipronil desulfinyl 5-amino-1-[2,6-dichloro-4- USEPA, 1998a
or desthiofipronil (trifluoromethyl)phenyl]-4-
[(1R,S)-(trifluoromethyl)]-1H-
pyrazole-3-carbonitrile
RPA 104615 S-amino-3-cyano-1-(2,6- Janet Bressant,
dichloro-4- USEPA
trifluromethylphenyl)-
pyrazole-4-sulfonic acid
RPA 105320 5-amino-3-carbamyl-1-(2,6- Janet Bressant,
dichloro-4-trifluoro- USEPA
methylphenyl)-4-trifluoro-
methylsulfonylpyrazole
RPA 106681
RPA 200766 Fipronil amide 5-amino-3-carbamyl-1-(2,6- Janet Bressant,
dichloro-4-trifluoro- USEPA
methylphenyl)-4-trifluoro-
methylsulfinylpyrazole
RPA 200761 5-amino-1-(2,6-dichloro-4- Janet Bressant,

trifluoromethylphenyl)-4-
trifluoromethylsulfinylpyra-
zole-3-carboxylic acid

USEPA

Fonte: TINGLE et al. (2003).

29
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4.3. Degradagao microbiana

O fipronil ndo é considerado facilmente biodegratigwis a degradacéao bidtica
ocorre lentamente. Porém, a meia-vida do fipromglativamente mais longa em solos
descobertos do que em solos com cobertura vegeqak sugere que a agcado microbiana
pode auxiliar na degradacao do produto (CONNELLOOZ DPR 2001; TINGLE et
al., 2003).

Em condicdo de baixa aerobiose, o inseticida fipré@rentamente degradado
pelos organismos do solo. A meia-vida do fipromi solos argiloarenosos, que séo
mais ricos em nutrientes, é de 122 a 128 dias,amqgujue em solos arenoargilosos,
mais pobres em nutrientes, € de 308 a 342 diaggkadacao do fipronil no solo leva a
formacdo de varios metabdlitos, dentre os quaikiént-se o RPA 200766 e o MB
46136 (USEPA, 199Gpud TINGLE et al., 2003; CONNELLY, 2001; TINGLE et al.
2003) (Figura 2 Tabela 1).

O fipronil é degradado, lentamente, em &gua edémemtado sob condi¢cbes
anaerobicas baixas. A meia-vida, neste caso, é€l@ea1130 dias, com uma média de
123 dias. Os dois metabdlitos mais encontrados apegradacéo, sdo o MB 45950 e
0 RPA 200766 (Figura 2, Tabela 1). O MB 45950 fuiantrado em extrato de solo e o
RPA 200766 na agua e no solo (CONNELLY, 2001).

4.4, Hidrdlises

O fipronil é estavel para hidrélise em aguas cdfneptre 5 a 7, quando em
condicbes de auséncia de luz. Em solugcbes aqussas,a presenca de luz e em
ambientes com temperaturas de 22°C, 80% do irdeefp@rmanece inalterado por 100
dias. Porem, com o aumento do pH, a porcentagemegi@dacdo aumenta. Em pH 9, o
fipronil € degradado em 28 dias, tendo como prochetabdlico de maior degradagéo o
RPA 200766, produto este considerado menos toxieotrel os metabdlitos do
inseticida (USEPA, 2008).

A degradacdo abiotica do fipronil, para solucogsogas e para superficie de
solos tropicais, mostrou diferentes valores de dtigk para diferentes pH e
temperaturas (BOBE et al., 1998). A persisténdialéobaixa & moderada na agua e no

solo, com meia-vida de 10 a 30 h em agua e de 830ah em solo. Os principais
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produtos de degradacdo foram o desulfinyl para @wa &g o sulfide para o solo
(CONNELLY, 2001; TINGLE et al., 2003).

Estudos laboratoriais mostram que a fotdlise, tii@acdo, dissolucdo e
hidrélise contribuem para a dissipagdo do fiprenil campo, mas ndo estd esclarecido
se as vias de dissipacgéao fotolitica se ddo de falineda ou indireta (TINGLE et al.,
2003).

5. Persisténcia e Mobilidade
5.1. Persisténcia

O fipronil, na presenca de luz, tem uma persistéémz baixa & moderada
(CONNELLY, 2001). Porém esta persisténcia pode Bs#luenciada pela sua
formulacdo, onde granulos acabam sendo mais parEst (meia-vida de 125 h para
agua e 430 h para solo) do que concentracdes sliimeia-vida de 10,5 a 77,8 h para
agua e 45,5 a 95,5 para solo). As formula¢gBes sEmsnenos persistentes em agua,
mas mais persistentes em solos. Dentre os metabdtit fipronil, 0 mais persistente foi
0 MB 46513 (meia-vida de no minimo 420 h) (TINGLiEak, 2003).

O fipronil tem meia-vida de 3 a 7 meses em supgerféte solos tratados,
dependendo do substrato onde foi aplicado. Apdsag@io do inseticida fipronil, sdo
encontrados residuos na vegetacao tratada, poretiodp maior do que 3 semanas. A
persisténcia é ainda maior na superficie de sofdados com matéria organica, mas
com auséncia prolongada de microorganismos (BELAMNIED98 apud TINGLE et
al., 2003).

5.2. Mobilidade
5.2.1. Adsorcéo

Estudos sobre a adsorgéo e dessorgéo do fiprorsbio indicam que, tanto o
fipronil como os seus metabdlitos, tém uma baixailitade neste ambiente (USEPA,
2008).

A adsorcdo do fipronil € diretamente proporciofatjuantidade de carbono
organico presente no solo (CONNELLY, 2001). Estudiadizados em solos do Reino
Unido mostraram que a adsorcdo deste inseticidangtante, com um coeficiente de

sorcao (Kd) de 4,19, para solos argiloarenosose €29 para solos argilosos. O
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coeficiente de sor¢do, segundo Paraiba et al. }260da um fendmeno fisico—quimico
constituido por adsorcao e absorcdo de moléculagydioxico na matéria organica e
nos espacos microscopicos do solo. Este coeficeedependente da area superficial, da
concentracdo de substancias neutras ou eletricarsaniegadas, da matéria organica,
da polaridade e dos materiais presentes neste solo.

Pela sua alta afinidade com particulas do solopr@ramos mais residuos de
fipronil na camada acima de 10 a 12 cm do sologdsanexistentes nos lixiviados
subterraneos (TINGLE et al., 2003). Estudos sobrsigténcia e degradacao do fipronil
na vegetacao e no solo mostraram resultados sani(BISEPA, 2008).

6. Bioacumulacéo

O fipronil ndo é acumulado no meio ambiente, migsinaas acumulacdes
temporarias, em agua, tém sido registradas paratabdlito MB 46513. Este inseticida
exibiu, nestas condi¢des, uma fotdlise lenta erauigéle volatilidade (BELAYNEH,
1998apudTINGLE et al., 2003).

Segundo Tingle et al. (2003), devido a persisténeiativamente alta deste
metabdlito (MB 46513) no solo, ele, provavelmestgeacumula neste ambiente, quando
séo feitas repetidas aplicacdes, por varios armosiegsma area agricola. Foi observado
que 0 mesmo metabdlito também é acumulado em tegdituroso de gado, pois foi
registrada a sua presenca em carne gorda de gadcstialia.

Em ratos, o fipronil é rapidamente metabolizadoseresiduos distribuidos,
amplamente, nos tecidos, particularmente no tegmi@uroso, onde eles ficam em
quantidades significativas por uma semana, apdsnanetracao. A longa meia-vida de
fipronil no sangue (150 a 245 horas) pode ser dewdaixa liberacdo do residuo
presente na gordura, 0 que sugere a bioacumulag@ogel dos metabdlitos deste
inseticida (FAO, 1998).

Em peixes, o fipronil aparece bioacumulado, quarelpostos a uma
concentracdo de 900 ng/L, por 35 dias. Estudosrarast que peixes expostos, por este
periodo, apresentaram um alto nivel de acumuloemidds ndo comestiveis (Tingle,
2003).

Estudos para avaliar a contaminacéao vegetal poorfil mostram que culturas

tratadas com este inseticida apresentam baixossrdeeresiduos, sendo estes sempre
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em concentragfes muito abaixo dos limites estalblelegelas agéncias normativas
(BELAYNEH, 1998apudTINGLE et al., 2003).

Testes de bioacumulacao feitos com o inseticidarih em larvas do mosquito
Aedes aegyptimostram que pode-se obter um controle dessesiisngas por via
digestiva. A bioacumulagcdo do fipronil nestas laremorre, principalmente, pela via
tegumentar nas larvas ndo tratadas com o produés, anacumulacdo em larvas
expostas a agua tratada com o inseticida se dencigaimente, pela ingestado
(CHATON, 2001)

7. Residuos em alimentos

A preocupacao com a presenca de agrotoxicos nmosraids € tdo antiga quanto
a utilizacdo destes compostos quimicos no contt®lpragas e doencas que interferem
na producdo agricola. Somente em anos mais recent@s 0s avancos do
conhecimento cientifico, aliados ao desenvolvimaatmoldgico, vem sendo possivel
quantificar os residuos de agrotéxicos presentedimento (ANVISA, 2006).

A exposicado de pessoas aos agrotoxicos, além deeaen pelo contato direto,
dado pela manipulacdo e exposicdo ao produto, faodeém se dar, por via indireta,
através da alimentacéo (ANVISA, 2006).

Diversos paises como os Estados Unidos, Holandaci&gulnglaterra e,
recentemente, o Brasil, ttm estabelecido prograteasonitoramento de residude
agrotoxicos, com analises continuas e programadaslahtificacdo de residuos de
agrotoxicos nos alimentos e, em muitos casos, wetden concentragdes acima dos
limites maximos de residuos (MMR) permitidos, aldm presenca de produtos néo
autorizados (ANVISA, 2006).

O consumo de agrotéxicos no Brasil dobrou nos @kimuatro anos, levando o
pais ao 4° lugar ntranking” mundial, dos consumidores de produtos agropeaiario
Este cenario remete a urgente necessidade do lesialento de programas que
monitorem residuos de agrotoxicos nos alimentosswuoidos in natura e/ou
processados.

Estudos realizados nos Estados Unidos mostraramvapies doencas graves

(doencas reprodutivas, degenerativas e o cangarpti@gem na dieta alimentar, sendo
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os residuos de agrotoxicos presentes nos alimeatosgos principais responsaveis
(CALDAS E SOUZA, 2000).

Niveis Maximos de Residuos (MMR) de fipronil temdosestabelecido para
alguns alimentos em inimeros paises, incluindoiBzd&anca. No Brasil, o NMR é de
0,01 mg/Kg para cana-de-agucar e, de 0,05 mg/Ka lpatatas. Na Franca, o NMR é de
0,01 mg/Kg para arroz, girassol, acucar de betarrbbnana e cereais em graos. Nos
Estados Unidos o NMR é de 0,01 mg/Kg para arro©2 @g/Kg para trigo. No Japéo,
o0 NMR é de 0,01 para arroz (BELAYNEH, 198BudTINGLE et al., 2003).

Estudos de avaliacdo do metabolismo em plantakzado por Belayneh (1998
apud TINGLE et al., 2003), indicam que, quando o fipk@nhaplicado nas folhas, em
doses recomendadas para uso em campo, ele sofr@ @oumenhuma translocacao para
o solo. Quando o fipronil € lancado no solo, elmioaa até as raizes e é transportado
para as folhas. Assim, com a translocacado do odatdo solo para as estruturas da
planta, ele pode ser depositado no alimento acsesuenido (TINGLE et al., 2003).

Dados apresentados pela ANVISA (2006) mostram guewdlises realizadas
no Brasil, com 4 mil amostras de alimentos, foratmseovados problemas de
contaminagdo por alguns agrotoxicos em 28% dedaslosa maioria decorrentes do uso
de produtos ndo autorizados para a determinadaraulbu da quantidade excessiva
utilizada, o que gerou contaminacfes com niveiesieluos acima dos permitidos pela
legislacao.

Faouder et al. (2007)mostraram, em estudos feitos em vacas de leite
alimentadas com silagem de milho tratadas com etigida fipronil, que metabdlitos
desse inseticida, como o sulfone fipronil, foi emcado no leite desses animais. O
fipronil ingerido na pastagem néo foi somente e&cke no leite, mas também na urina
e nas fezes, além de ser bioacumulado no tecigosali

Segundo a European Food Safety Authority - EFSA§200 risco do inseticida
fipronil € baixo, quando passaros e mamiferos @rgesementes tratadas com este
produto. Em minhocas e peixes o risco também pedeasiderado baixo, mas vale
ressaltar que, segundo 0 mesmo autor, os metabdMe> 46136, MB 45950 e RPA
200766 sao bioacumulados em peixes.
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8. Impactos nos organismos néo alvos
8.1. Organismos aquaticos

Existem poucas informacfOes sobre a toxicidadeipiorfil para organismos
aquéticos dispostos no ambiente natural. Os dadgsoténcial de contaminacdo do
fipronil sdo obtidos, principalmente, por estudealizados em campos agricolas. O
inseticida fipronil, em condi¢cdes de laboratoripresenta uma toxicidade variada de
altamente téxico para extremamente toxico, paraamuwrganismos aquaticos, quando
expostos as concentracdes relativamente baixassOHE\et al., 2003).

Em faner6gamas aquaticas e algas, o fipronil éiderado nao téxico (USEPA,
1996,apud TINGLE et al., 2003). Esta conclusao foi obtiddopeestudos realizados
com trés espécies de algas de agua déoab@ena flosaquae, Navicula pelliculosa
Selenastrum xapricornutymcujos resultados ndo mostraram efeitos sigrifica
sobre as alteracfes observadas para o crescimestts drganismos, apos a exposicao
a 0,2 mg/L de fipronil. Porém, na alga unicelU#enedesmus subspicatasfipronil
promoveu inibicdo e reducdo do crescimento, alénouteas anormalidades, para as
doses de 0,08 e 0,16 mg/L.

A densidade celular registrada para a diatomacemmacSkeletonema costatum
nao foi estatisticamente significativa, quando carados aos testes controle feitos com
fipronil (ACP, 1999apudTINGLE et al., 2003).

Em animais invertebrados, baseado em estudoss feian Daphnia sp, o
fipronil mostrou-se extremamente toxico. (Evert891, apud TINGLE et al., 2003).
Foi observado que o fipronil afeta o comprimentocdgo de dafinideos, quando em
concentracdes maiores do que 9,8 ppb. Os metabdli 46136 e MB 45950 foram
mais toxicos para este invertebrado, do que pdrasinsetos de agua doce.

O inseticida fipronil é altamente toxico para drasCranostrea virginicae
extremamente toxico, em testes agudos, para os r@asndlysidopis bahiae
Streptocephalus sudanacius

Estudos feitos em peixes mostram que fipronil &eexamente toxico para
espécies de agua doce, como, por exemplo, par&e g& (epomis macrochiryse
altamente téxico para truta arco-iri®ncorhynchus mykisUESPA, 2008). Mas,
segundo TINGLE et al (2003), o metabolito do fipkoMB 46136, mostrou-se seis

vezes mais toxico para peixes de agua doce do pu@pdo inseticida.
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Os metabdlitos MB 46136, MB 45950 e RPA 2007660 pepresentativo uso
do fipronil nas sementes de milho e de girassaleposer considerados de baixo risco
para invertebrados aquaticos, exceto quando dsglopor um longo periodo (EFSA,
2006).

8.2. Organismos terrestres

Quando uma solucéo de 2000 mg/L de fipronil fdicapa, continuamente, por
4 dias, em sementes de arroz, foi observado umipoegignificativo na germinacao.
Quando as sementes foram expostas por 1 horaagBsha germinacao, o crescimento
pbés-germinagdo também foi diminuido (STEVENS et1#198).

Pelos testes feitos com o inseticida fipronil naboratorios do Instituto de
Biociéncias da UNESP de Rio Claro - SP, com a espécepajfoi observado que néo
houve alteracdo nos indices de germinacao das sesrtestadas, mas foram registradas
aberracdes cromossdmicas nas células meristeméditiaslares deste organismo. Esta
acao foi interpretada como decorrente do efeit@igaico e mutagénico do inseticida
(PEDRO e MARIN-MORALES, 2007, dados n&o publicado).

O fipronil ndo é considerado toxico para microoigamos do solo, mas, em
laboratério se mostrou toxico paBaauveria bassiana Metarhizium anisolpliagdois
fungos usados no controle de insetos pragas (TINGIE, 2003).

Testes com o fipronil indicaram uma reducédo nadeidpde e fecundidade da
fémea de braconideos (espécies parasitas de pulddmgeticida também foi altamente
toxico para o ectoparasit@atokacus grandisum inimigo natural do besouro do
algodao (TINGLE et al., 2003).

O fipronil é téxico para abelha, ndo devendoagdicado em vegetacdo usada
no forrageamento (Rhoné-Poulenc, 199pud TINGLE et al., 2003). Estudos
realizados com abelhas nativas da regido arideesie @os Estados Unidos (abelhas de
mel e abelhas da alfafa) mostraram que fipronil é&mwnsiderado perigoso, quando
aplicado durante a noite na forma de spray, pegyrsdo Mayer e Lundem (1999), apos
24 horas de aplicagdo do inseticida, o indice detatmade das abelhas decresce.
Também foi observado que as abelhas deixam denaroasi flores onde foi aplicado o
inseticida, talvez pela alta sensibilidade que paissem seus oOrgaos olfativos. Outra

explicacdo que sugerimos é pelo proprio efeitoidgoib do GABA que o inseticida
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promove, que leva a um déficit nas func¢des cogastido inseto. Desta forma néo ha
passagem de informacdo e nem aprendizagem dodaodal o recurso alimentar esta
disponivel.

O risco do fipronil para os macroorganismos n@ $okconsiderado baixo para
concentracdo de 0,785 mg/Kg. Para os microorgamsistieosolo, o risco também é
baixo para aoncentracdo de 0,667 mg/Kg de fipronil e de 006033; e 0,267 mg/Kg
dos metabdlitos por MB 46136, MB 45950 e RPA 20Q#@8pectivamente (EFSA,
2006).

8.2.1. Alteragao no Metabolismo

Quando o fipronil foi administrado por via gasériem ratos, ele se mostrou
toxico, desencadeando sintomas como diminuicdo piite, anuria, aumento de
excitabilidade, comprometimento fisiolégico de dsas oOrgaos, principalmente, do
figado, rim e tire6ide. Quando em contato com a gelratos, o inseticida causou uma
leve irritacdo, mas uma irritacdo maior foi obsdeyaquando lebres foram expostas, via
dérmica, ao inseticida. Também foi observada uma leitacdo nos olhos destes
altimos organismos (USEPA, 2008). Segundo Tinglalef2003), o fipronil também
causa problemas adrenais e gastrointestinais @ @tautor relata que cerca de 45% a
75% do fipronil é eliminado, nestes organismosagéezes e de 5% a 25% pela urina.
Os metabdlitos encontrados na urina foram o MB Z58#nais dois produtos oxidados
(MB 46136 e RPA 200766) (Figura 3 e Tabela 1), adénproprio fipronil.

8.2.2 Efeitos da toxicidade aguda

O fipronil apresenta uma toxicidade aguda para fiesos por via oral e por
inalacdo. Os sinais mais comuns de toxicidadees&gdes dos pélos, postura arqueada,
alteracdo no modo de andar e diarréia. O inseticidsa efeitos neurotoxicos agudos
em ratos, levando a uma diminuicao das pernadraagatrofia) (TINGLE et al. 2003).

Segundo Nakagone et al. (2007), o inseticida fijpragualmente a outros
inseticidas, apresenta uma leve toxicidade fpaphnia magnase enquadrando na
classificagdo de toxicidade minima.

A toxicidade aguda do fipronil para ratos € modarpelas vias orais e por

inalacdo. Para a exposicao pela derme, a absataehor do que 1%, depois de 24 h
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de exposicdo, sendo esta toxicidade considerada.lam contraste, a toxicidade via
derme, observada para coelhos, foi moderada (Plestiction Network — PAN - UK,
2006). Experimentos de toxicidade aguda mostramageiposicdo dérmica em coelhos

leva a uma diminuicdo do peso corpoOreo e a umarnmpeténcia.

8.2.3. Efeitos de Toxicidade cronica

Os efeitos cronicos observados em ratos expostoBpeonil foram ataques
epiléticos (que podem levar a morte), diminuicdopéso, diminuicdo de apetite e
deficiéncia de conversdo do alimento, diminuicas dalores hematolégicos, alteracédo
clinica (no indice de colesterol e de proteinasgracdo nos hormdnios da tiredide,
alteracbes quimicas da urina, aumento do figado.ckamorros, os sinais clinicos
apresentados foram de neurotoxicidade e efeito®ldgicos anormais (TINGLE et al.
2003).

Dados da PAN-UK (2006) indicam que tem havido uaxa incidéncia de
reacdes graves na pele de cées e gatos, quanadaw@e aplicado por pulverizagéo.
Algumas reacdes da pele e/ou queda de pelo nodacaplicacdo também séo citados.
Foi observado que os caes parecem ser mais sensivgiroduto do que os gatos
(USEPA, 1996apudTINGLE et al., 2003).

8.2.4. Efeitos neurotdxicos

O potencial neurotdxico do fipronil, observadogse¢nsaios desenvolvidos com
mosca doméstica e camundongos, que é dado pelprgpaedade de bloquear os
canais de cloro das células nervosas, é manticatéaumentado pela fotodegradacéo
do inseticida. A fotodegradacéo resulta em maiodpcdo do metabdlito desulfunyl do
que do detrifluorometilsulfinil (HAINZL e CASIDA, 996).

Estes autores acima citados também afirmam que sépronil e o
desulfinylfipronil sdo equipotentes para o rece#BA do inseto, enquanto que o
metabolito desulfinyl € dez vezes mais potente g@ugronil para interagir com 0s
canais de cloro de mamiferos, o que restringe etiddlde intrinsica entre insetos e
mamiferos.

Os efeitos neurotdxicos subcroénicos registrados raos foram dentre outros a

anuria e uma maior excitabilidade, tanto em maduomso em fémeas (TINGLE et al.
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2003). Estudos realizados por Ohi et al. (2004stracam que, em ratos Wistars, o
inseticida fipronil, além de agir no GABA, causauses convulsivas, principalmente,

quando aplicado em altas doses.

8.2.5. Efeitos Carcinogénicos
Estudos feitos com ratos mostraram que o fiprormmareinogénico para a dose

de 300 ppm, causando cancer de tiredide (PAN —20R6). Porém, este inseticida foi
considerado n&o carcinogénico para camundongosg, paosagem de 30 ppm, mas
desencadeou os sintomas de diminuicdo no ganhesteepa diminuigdo na eficiéncia
de conversao de alimentos em massa corporea (maaehbosento do figado e aumento

do indice de mudancas histopatoldgico do figadbGILE, 2003).

8.2.6. Efeitos Genotoxicos e Mutagénicos

No trabalho de Tingle et al. (2003) é apresentpgotestes de mutacao reversa
com Salmonella tyhimurimcélulas S-9 com ensaio de gene de mutacao reeernsa
microssomo de mamiferos (vesicula de membrana dieuRe Endoplasmatico que
pode ser isolado por centrifugacdo) com e semgitovae S-9, ensaio citogenético em
linfécitos humanos e ensaios de micronucleo emsyatealizados com o fipronil,
mostraram que o inseticida ndo é genotoxico nenag@uaico.

Em testes feitos nos laboratorios do InstitutoBieciéncias de Rio Claro-
UNESP, em 2007, foi observado que o inseticida ofipr causou alteracdes
cromossOmicas erA. cepa sendo um possivel indicador de genotoxicidada pate
organismo (PEDRO e MARIN-MORALES, 2007 dados nabligados).

8.2.7. Efeitos na reproducao

Por meio de estudos feitos com ratos, foi obsengaee o inseticida fipronil
toxico na dose de 26,03 mg/Kg para machos e 28@®gnpara fémeas, causando
diminuicdo na porcentagem de acasalamento, reddgadndice de fertilidade e
diminuicdo de sobrevivéncia da prole pos-nasciméftdGLE et al., 2003).
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Figura 3: Esquema da biodegradacdo do fipronil, dormacdo de metabdlitos,
registrados em experimentos com ratos (TINGLE.e28D3), com modificacoes.
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Segundo a PAN-UK (2006), o fipronil mostrou altées reprodutivas em ratos
tratados continuamente com dieta a 300 ppm desttidgida (grau de pureza de 95,4%).
Estes efeitos observados foram baseados em aksram@e caracterizaram sinais
clinicos de toxicidade como: diminuicdo do pes@éceo, diminuigcdo da porcentagem
de acasalamento, reducéo de fertilidade, reduc@wlol@vivéncia pds-natal da prole e
atraso no desenvolvimento fisico.

Estudos feitos por Ohi et al. (2004), indicaram @geagentes receptores do
GABA podem agir como disruptores hormonais, tanmto machos como em fémeas.
Como o fipronil € um agente GABAnérgico, ele podéeeiferir no controle e no
comportamento reprodutivo de fémeas, via mecanisesencadeado pelo sistema
nervoso central. A oscilacdo hormonal, principalteeta progesterona, no SNC ou na
circulacdo, € um fator decisivo para a manifestad@aomportamento proceptivo e
receptivo e, consequentemente, de fertilizacdoanpt&o, caso haja acasalamento. A
manutengéo do ciclo estral e diestral, independssné da fase do ciclo no dia do
tratamento com o fipronil e o retorno do proceditoeestral para a fase proestral
atipica, podem ser indicativos de que a drogafareno processo de interacdo de FSH,
LH, estrogeno e progesterona, horménios respors@edd controle do ciclo estral de
fémeas de ratos.

Embora os estudos ainda ndo sejam conclusivogietida que a interrupcao do
ciclo estral, na fase diestral, quando se tem altosis de progesterona e baixos niveis
de estradiol no plasma, pode ser devido a acdo GwBpca do fipronil sobre a
hipofise, promovendo, assim, uma estimulacéo. Alfesis de progesterona no plasma
impedem a inibicdo do préximo estro, parando amaidtral na fase diestral (OHI et al.,
2004).

A fertilizacdo e a implantacdo dos conceptos desraio Utero sdo eventos
dependentes de altos niveis de progesterona esbaéxestradiol no plasma. Os niveis
hormonais ndo balanceados podem atrasar o0 traespertespermatozoides e o
subsequente transporte do proprio ovo fertilizagiotid do Gtero. A reducéo do indice
de prenhés em fémeas tratadas com fipronil, nogmamdia da gestacdo, pode ser
atribuida as alteracbes hormonais, mas, novas tigaeS8es sdo necessarias para a

comprovacao desta hipétese (OHI et a., 2004).
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9. Consequéncias da acao do fipronil sobre a saudemana

Relativamente pouco € conhecido sobre a atividadgubnil em vertebrados e,
especialmente, em humanos. Estudosjvo, realizados com mamiferos indicam que a
via metabdlica primaria do fipronil envolve formac@le oxidativos do metabdlito
sulfone (HAINZL e CASIDA, 1996 e TANG et al., 2004)s metabdlitos do fipronil,
tal como sulfone e o seu produto fotodegrado diesifipronil, tem sido descrito como
mais toxico para diversos organismos do que o djpronil (USEPA, 1996apud
TINGLE et al., 2003; HANZL e CASIDA, 1996).

Segundo Godoy (2006), o fipronil causa intoxicagio humanos, levando a
complicagbes cardiacas e respiratorias, enfermsdddevista e da pele, disfuncdes
digestivas e desmaios.

Recentes estudos com hepatécitos humanos e det&éatademonstrado que os
inseticidas sdo capazes de interagir com muitagneszmetabdlicas nestas células
(ROSE et al., 2005; LEDIRAC et al., 1997). Céluteshepatdcitos humanos, expostas
ao fipronil, demonstraram que o inseticida e o sebproduto fipronil sulfone séo,
significativamente, mais toéxicos que outros insgéis da mesma classe toxicologica
(DAS, 2006). O fipronil € um substrato do CYP3A3ue tem potencialidade em
induzir, significativamente, os subprodutos CYPBACYP3A4, resultando no aumento
do potencial de interacdo com uma ampla gama d&&wdias quimicas e hormoénios
endogenos. Nas células de hepatécitos humanos @epd inseticida causou
citotoxicidade, por duas principais vias de inducioapoptose: a via mediada por
receptores e a via de inibicAo mitocondrial, queokre a liberacdo de proteinas
mitocondriais (DAS, 2006).

Segundo a USEPA (2008), quanto ao indice de aagemicidade, o inseticida
fipronil € considerado como do grupo C (possivelmemarcinogénico para humanos),
devido ao aumento de células foliculares da tiéidbservado para ambos os sexos de
ratos expostos ao fipronil.

Estudos com o inseticida fipronil, em microssomedigado humano (HLM) e
em microssomo de figado de rato (RLM), mostrarame qu via metabdlica
predominante deste inseticida € a oxidagéo do giapster, que gera o sulfone fipronil
(TANG et al., 2004). Estes dados também s&o comoted com as descricdes de

Hainzl e Casida (1996), para ensaios realizadoscamnundongos.
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Estudos desenvolvidos por Tang et al. (2004) corech que a enzima CPY3A4
€ a principal responsavel pelo metabolismo do fipprdA\ co-expressdo do citocromo
b5, presente na membrana do microssomo, € esspacéab CYP3A4 manifestar alta
atividade sobre o fipronil. A enzima CPY3A4 é nommente muito abundante no
figado humano e tem ampla especificidade de substr®s autores sugerem que 0
fipronil pode interagir com muitas substancias qoas, exdégenas e enddgenas, que sédo
substrato da enzima CPY3A4, como o diazepam d@stesona.

A interacdo entre o fipronil e a testosterona eiulas HLM foi similar aos
padrdes observados para a interacdo entre diazepestosterona. Isto é, a testosterona
ativou o metabolismo do fipronil, enquanto que manto das doses de fipronil inibiu o
metabolismo da testosterona (KENWORTHY, 2001).

Desta forma, de acordo com todos os dados ja asbtsbbre os efeitos do
fipronil, em vérios organismos, tais como em micgamismos, plantas, invertebrados,
vertebrados de ambientes aquaticos (de aguas davesinhas) e terrestres, fica claro
que o produto pode apresentar riscos aos ecosastgmlos prejuizos que causa aos
organismos expostos, além de apresentar um pateeaisscos & saude humana.

Trabalhos adicionais com varios organismos sdosséces para se estimar,
com seguranca, oS reais efeitos e impactos queirestéicida pode promover aos

ecossistemas e a saude humana.
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Resumo

Os agrotoxicos constituem uma importante estratéigiaagricultura para a
obtencdo de uma produtividade economicamente vidaeto do ponto de vista
guantitativo quanto qualitativo. Esses compostakepg muitas vezes, colocar em risco
0 meio ambiente e outros organismos ndo alvos, di@msco que podem causar a
saude humana. O fipronil € um inseticida do grugoldpirazol, amplamente utilizado
em campos agricolas do estado de Sdo Paulo-Béagiresente trabalho teve por
objetivo avaliar a toxicidade e a mutagenicidadeirdeticida fipronil, por meio de
bioensaios com o0 sistema tegte cepa Sementes desta espécie foram submetidas a
germinacdo em agua ultra-pura por 5 dias. Apds pstodo, as radiculas foram
expostas as concentracdes de 1,25 g/L; 0,625 ¢Bl20/L e 0,156 g/L do inseticida,
por um periodo de 20 horas. ApOs esse tempo, fta & recuperacdo das raizes,
transferindo os meristemas para placas com agwapulta, por 48, 54 e 72 horas. Para
a verificacdo do potencial do inseticida fiprodieear a germinacgao, induzir aberragdes
cromossOmicas, micronucleos e morte celular &mcepa foram confeccionadas
laminas com as regibes meristematicas radiculaeste dorganismo teste. N0ssos
resultados apontam que o inseticida ndo apresefto toxico e citotdxico sob a
espécieA. cepa pois os indices de germinagcdo e de morte celodr foram
significativos, quando comparados aos resultadosamdrole negativo. Ja quanto as
alteracbes indicadoras de genotoxicidade (abersacémmossOmicas) e de
mutagenicidade (presenca de micronucleos nas sgluludemos observar que o
fipronil promoveu diversos tipos de aberracfes assimicas como células portadoras
de pontes, perdas, quebras e aderéncias cromossomit-metafases, ceélulas
polipldides e micronucleadas, confirmando, assimfeito genotoxico e mutagénico do
produto. Pelos dados obtidos, observamos uma dgarede agédo do inseticida para
diferentes tipos de exposi¢ao, onde os testes aesemca de luz mostraram maior
potencialidade de inducdo de efeitos genotoxicasutagénicos do que os realizados
com auséncia de luz, sugerindo que, possivelmentegtabdlito decorrente da fotdlise
do fipronil potencializa a agéo deste inseticida.
Palavras-chaves: Fipronil, Allium cepa aberracdes cromossdmicas, citotoxicidade,

genotoxicidade, muatgenicidade.
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1. Introducéo

Os seres vivos estdo expostos as acdoes de nume@soes potencialmente
toxicos, que podem provocar efeitos fisiolégicasghimicos, patolégicos e, em alguns
casos, genéticos (ARNAIZ, 1995). Uma grande vadedie substancias quimicas com
potencial mutagénico, tanto naturais como sintgfidem sido pesquisada. Muitas
destas substancias sdo encontradas nos alimemtosir@gas farmacéuticas, nos
complexos de efluentes domésticos e industriaissedefensivos agricolas. Segundo
Vogel (1995), muitos destes compostos podem camsdancas prejudiciais herdaveis
no material genético, sem que se expressem dedtoedi

O uso de agrotdxicos constitui, atualmente, a atestratégia da agricultura
para o combate e a prevencdo de pragas agricasss Eompostos podem apresentar
certa toxicidade ao homem, induzindo a efeitos mthgecomo a a¢cdo imunodepressora
ou ainda carcinogénica, além de impactar o préoribiente fisico.

Muitos trabalhos tém revelado a presenca de nalarsnantes de agrotoxicos
nos ecossistemas, com acumulos significativos oy sa agua, no ar, nas plantas e nos
animais. (PARSONS e WITT, 1989; POTTER et al., 308Iém da contaminacao do
meio ambiente, esses residuos podem chegar ao h@ukmcadeia alimentar e
ocasionar danos a sua saude (EDWARDS, 1973; BOT@1.Qd06; LOURENCETTI
et al., 2007).

A avaliacdo dos niveis de contaminacao terrestie per feita pela utilizacéo de
espécies silvestres, como roedores, marsupiaigisép anfibios, que sdo organismos
considerados bioindicadores de poluicdo ambieN&dses animais, pode-se estudar as
frequéncias de aberragcbes cromossémicas, lesdemldwoas, fertilidade e a
ocorréncia de tumores associados a deteccao, pectesfotometria ou cromatografia,
de residuos no sangue ou nos tecidos, além detatetiznos no DNA. (GRISOLIA,
2005).

Os impactos dos agrotéxicos sobre a biota do sai@w de acordo com as
caracteristicas do produto, as caracteristicasafisio ambiente e o tipo de microflora
associada. A meia-vida dos agrotoxicos no solorsam de contaminacdo do lencgol
freatico dependem, também, da interacdo dessererids fatores e das vias de
degradacéo do agrotéxico. (GRISOLIA, 2005).
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Em relacdo a agua, embora a agricultura seja apenasdas inimeras fontes
nao-pontuais de poluicéo, ela geralmente € apomt@ua a maior contribuinte de todas
as categorias de poluentes (EDWIN, 1996; BAKOREalet2004; POTTER et al.,
2007). Uma vez na agua, dependendo das carac@asisisico-quimicas, o residuo do
agrotoxico pode tanto se ligar ao material paréidalem suspensdo, como se depositar
no sedimento do fundo ou ser ainda absorvido pgaresmos, sendo entdo detoxicado
ou acumulado (NIMMO, 1985). Quando acumulados, pattear na cadeia alimentar,
atingindo também ao homem (EDWARDS, 1973; NIMMO,839 HAMILTON e
CROSSLEY, 2004; ZHOU et al., 2006). Existem diversstudos na literatura para se
determinar a presenca de agrotoxicos em aguasfisigiere subterraneas (MALLET e
MALLET, 1989; DURAND e BARCELO, 1989; BARCELO, 199B8ARCELO et al.,
1996), além de estudos sobre os seus efeitos eamisngps aquaticos (TUNDISI,
1990).

Os quimicos utilizados na agricultura podem cheger rios carregados pelas
chuvas, por despejos industriais e urbanos e goreamento do solo (YAMAGISHI et
al., 1981; OYHAMA et al., 1986; COLL et al., 200Bara Eduards (1973), Nimmo
(1985), Pessoa et al. (2003) e Armas (2005), ognsgios expostos podem se
contaminar com agrotoxicos por diferentes portagmeada, tais como: via dérmica;
via circulatoria, pelo contato com branquias ou p@ gastrintestinal, dada pela
alimentacdo. Segundo Nimmo, 1985 e Sankar et @06,20s peixes podem acumular
agrotoxicos em concentracfes muito acima daquelesngadas nas aguas em que
vivem, pois, além da exposicdo que sofrem, podenbéan ingerir esses quimicos,
quando eles estdo agregados ao material particatadsuspensao.

A crescente introducdo de agentes quimicos no aebieem levado os
pesquisadores a desenvolverem metodologias capizesvaliar a potencialidade
dessas substancias em induzir alteragdes no mafeniético (ANTUNES e ARAUJO,
2000).

Dentre as substancias que causam danos nos organigwos, existem as
substancias mutagénicas que, segundo RIBEIRO (2888)hgentes capazes de induzir
alteracdes na molécula de DNA, levando a uma ghlierderdavel da funcdo génica.
Pesquisas que investigam a acao de agentes muag@nmmbientais vém tendo grande

importancia, pois sabe-se que, embora ocorram @egagspontaneas, a maior parte
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delas é induzida por agentes fisicos, quimicosiokbdicos, aos quais 0 homem e os
organismos possam estar expostos (VEIGA, 1995).

Os efeitos derivados da acdo de agrotdoxicos podendisersos, tais como
reacao direta com o DNA nuclear, incorporagédo ncdARNrante a replicagao celular,
interferéncia na divisdo celular mitética ou meaiatidecorrendo em divisdes incorretas
da célula (VEIGA, 1995 e FERNADES, 2005).

A espéciéA. cepatem sido, freqientemente, utilizada para se datemefeitos
citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de variabstimcias (GRANT, 1982;
FISKESJO, 1985; MATSUMOTO, 2006), sendo consideradeno um organismo
padrdo para testes rapidos (SMAKA-KINCL et al., 79%or apresentar boa correlagédo
com sistemas testes de mamifero (GRANT, 1982; CHANAet al., 1999). Alteracdes
cromossOmicas ed. cepapodem ser observadas em qualquer fase da divedlarce
sdo consideradas evidéncias de efeitos mutagénmosiovidos por agentes
clastogénicos (quebra de cromossomos), ou anewgéiiperda de cromossomos),
classificados de acordo com o tipo de alteracZozida (VIDAKOVIE-CIFREK et al.,
2002; FERNANDES, 2005; MATSUMOTO, 2006).

O inseticida fipronil, comercialmente registradomm Regente®, tem nome
quimico 5-amino-1-(2,6-dicloro-a-a-trifluor-p-totil) 4-triflurometilsulfinil-pirazol-3
carbonitrila e formula quimica 1@H4C12FsN4OS. Este inseticida pertence ao grupo
quimico fenil-pirazol e tem a classificacao toxagita da classe Il (altamente toxico).

Vérios estudos tém demonstrado que o inseticidigaeao canal de cloro e
blogueia sua ativacdo pelo acido gama-aminobutif@aBA), uma substancia que
controla o fluxo de ions cloro através da membi@ma&élula nervosa. Dessa forma, a
auséncia da inibicdo sinaptica causa uma hipeegéntdo Sistema Nervoso Central, o
que leva o organismo a morte (BLOOMQUIST, 2005).

Pesquisas feitas revelam que o inseticida fiprdesaparece rapidamente na
superficie da dgua, embora alguns dados mostremtaxitadade relativamente baixa
para organismos aquaticos nao alvos (TINGLE e2abD3).

De acordo com os mesmos autores citados acimanapo ativo do fipronil é
encontrado em formulacdes utilizadas na veterinéoi@o, por exemplo, o produto
comercial Frontlin@. Este produto é aplicado nos pélos de animaismesiea acéo
prolongada pelo seu efeito reservatério nas glasdebbaceas. O Frontlfh@do é
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sistémico, ndo sendo assim transportado pela tersamgiinea, podendo ser aplicado
em filhotes de cdes e gatos com mais de oito sema@@avida, para combate das
dermatites alérgicas a picadas de pulgas.

Embora o fipronil seja largamente usado em algwises como o Brasil, ele
tem seu uso proibido nos paises da Europa, devideuaalto grau de toxicidade,
comprovado pelos problemas sérios registrados gan@mos expostos (STEVENS et
al., 1998 apudTINGLE et al, 2003).

2. Materiais e Métodos

O material biolégico utilizado na avaliacdo da tidkade e mutagenicidade do
inseticida fipronil foi o sistema-teste ée cepa Para isso, sementes Alecepa(2n = 16
cromossomos) de um mesmo lote (variedade BaiaoPee) foram submetidas a
germinacao em diferentes concentractes do insafigicbnil.

Os testes com o inseticida fipronil foram desendols utilizando o produto
comercial Regenfe800 WG (Basf).

2.1. Metodologia

Para a verificagdo da toxicidade e mutagenicidadenskticida fipronil, foram
testadas as seguintes concentra¢cdes do produfog/l,Zconcentracdo de campo - Cl);
0,625 g/L (C2); 0,312 g/L (C3) e 0,156 g/L (C4).

Todos o0s ensaios foram realizados em placas dei, Pebntendo,
aproximadamente, 50 sementes cada. O teste copwsigvo foi feito com sementes
submetidas a germinacédo no herbicida Trifluralioc@n¢entracdo 0,019 mg/mL), pela
sua comprovada acdo mutagénica em sistema tegke aipa(FERNANDES et. al.,
2007). O teste controle negativo foi feito com sementesngiidas a germinacao
somente em agua ultra-pura.

A germinacdo inicial de todos os ensaios foi emaaglira-pura, durante,
aproximadamente, 4 a 5 dias, até que as radidglascassem 1,5 cm de comprimento.
Posteriormente, essas raizes foram transferidagutaultra-pura para as concentragdes
do inseticida fipronil e para o herbicida Triflura (controle positivo), por um periodo
de 20 horas. ApoOs esse periodo, uma parte das faizmletada e fixada e a outra parte

foi transferida para novas placas de Petri, comtedglia ultra-pura, por periodos de
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recuperacdo de 48 horas (g 1C2sg C3i5 e Cég), 54 horas (Cily, CZ4, C3se Cha) €
72 horas (Cd, C24, C34 e C4,), para todas concentracdes. Ao final do periodo de
recuperacao, novas amostras foram coletadas efixpdra posterior analise.

A fixacdo das raizes foi feita em Carnoy 3:1 (3tgmde etanol para uma de
acido acético — v:v). O material fixado foi acondiado em geladeira (4° C), até a sua
utilizacao.

Para preparacdo das laminas, as raizes foramasopsdo método de Feulgen
(MELO e VIDAL, 1978), cuja metodologia consiste tés banhos em agua destilada,
para a retirada do excesso de fixador. Apds essgdm, as raizes foram hidrolizadas
em HCI 1N, durante 8 minutos a temperatura de 6&e6do, posteriormente, lavadas
por trés vezes, em agua destilada, e coradas dmore@ Shiff, por duas horas no
escuro. Os meristemas radiculares foram seccionamiosma gota de carmim acético
(2%), recobertos com laminula e esmagados suavenuamh o0 auxilio de estilete
metalico. As laminulas foram removidas em nitrogéhiquido e, apos secagem,
montadas com resina sintética, para posteriorssaltn microscopia de luz.

O mesmo procedimento citado acima foi realizada paaliacdo do inseticida
fipronil na auséncia de luz, onde as placas dei Rat@m envolvidas com papel
aluminio. Esta metodologia foi desenvolvida, psisgundo a literatura, o inseticida e

fotodegrado.

2.2. Andlises dos efeitos citotoxicos e mutagénicos

As analises referentes ao potencial citotéxiconfolzaseadas nos parametros:
indice mitdtico, indice interfasico (conforme almix alteracbes celulares e morte
celular (evidenciada pela presenca de nucleo hmtax@ipo, aumento do volume
celular; e vacuolizacdo do citoplasma). Os resalfatbram obtidos com base na
avaliacdo de cerca de 5000 células para cada anostitagens estas derivadas de 5

laminas, nas quais se avaliou cerca de 1000 cé&laties

ndmero de células em diviséox

IM (indice mitotico) = -
Total de células observadas
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o o nimero de células em intérfase
Il (indice interfasico) = - X 100
Total de células observadas

As analises dos potenciais genotoxico (aberrag@@sassomicas) e mutagénico
foram realizadas para as diversas concentracoesseticida fipronil, além do controle
negativo (agua ultra-pura) e do controle positiafiuralina).

Para a analise do potencial genotoxico, diferetifgss de alteracbes foram
consideradas (perdas, fragmentos, pontes, adesércaossémicas, entre outros) nas
diferentes fases da divisdo celular (préfase, rastafanafase, telofase). A analise do
potencial mutagénico foi realizada com base nagliéecias de células portadoras de
micronucleos e de quebras cromossdmicas, para taslafases do ciclo celular
(interfase, profase, metafase e telofase), de tmhde 5000 células contadas para cada
amostra.

As melhores figuras das anormalidades foram doontadas em
fotomicroscopio de luz (LEICA DFC 280) e os resddta obtidos foram submetidos a

analise de Mann-Whitney.

3. Resultados
3.1. Andlise do Potencial Téxico

N&do foram observadas alteracdes nos indices dmirgegdo das sementes
expostas ao fipronil e a trifluralina, quando comapas com as do controle negativo,
ndo havendo, assim, indicios de potencial toxica pa concentracdes testadas, neste

trabalho, para o inseticida fipronil.

3.2.Anélise do Potencial Citotoxico
3.2.1. Andlise do indice Interfasico (I.1.) e indie Mitotico (1.M.)

Os resultados dos I.1. e .M., obtidos para osiessaom agua ultra-pura (CN) e
com trifluralina (CP), a partir de contagens encaede 5000 células meristematicas
analisadas por tratamento, mostraram frequéncid8,88o e 11,26%, respectivamente,

Os meristemas radiculares submetidos as diversaictvacdes do inseticida
fipronil, na presenca de luz, apresentaram valeigrsficativos, em relagéo ao controle

negativo, para as concentracbes C3 e C4,, G2 C24 e C34 JA 0S meristemas
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submetidos ao inseticida fipronil, na ausénciaude dpenas a C3 apresentou valores

significativos (Figuras 2-5).

3.2.2. indice de Morte Celular (I.M.C.)

As frequéncias registradas para morte celular nce@id CP foram 0% e 0,7%,
respectivamente.

Os resultados de morte celular, realizados parastabs concentracbes do
inseticida fipronil, tanto na presenca como na aciséde luz, ndo foram significativos,

guando comparados com o controle negativo (FigaH@s

3.3. Anadlise do Potencial Genotéxico e Mutagénico
3.3.1. Andlise das Aberracdes Cromossomicas e decktinticleos

Os resultados obtidos com o CN e com o CP fora8%0ge 2,84%,
respectivamente.

Os resultados de AC obtidos nos ensaios com diditefipronil, na presenca
de luz, mostraram-se significativos paras as cdregies C3 e C4; Gge C4g Clss e
C3s4 e CLy e C4,4 Quando na auséncia de luz, os resultados forgmfisativos para:
Cle C2,C%e Cdg C24 € Chye C34 (Figuras 10-13).

A frequéncia de micronucleos em células dos nwmas radiculares do CN e
CP foi de 0,8% e 1,58%, respectivamente. As fregjaénde quebras cromossdmicas
observadas nas células meristematicas do CN e G&#nfale 0% e 0,06%,
respectivamente.

Dentre os meristemas radiculares submetidos aseotracbes do inseticida
fipronil, na presenca de luz, com relacdo aos mitkeos, apenas as concentracdes C3
e C4; e CZ e C3g apresentaram valores significativos, enquanto qaeguséncia de
luz, o resultado foi significativo apenas para agQRiguras 14-17).

Em relacdo as quebras cromossomicas, 0s resultabtidos ndo foram
significativos, tanto para os testes feitos nagmea como na auséncia de luz (Figuras
18-21).
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3.3.2. Tipos de Aberracdes CromossoOmicas

As andlises realizadas com o CN registraram a pgasde alguns tipos de

alteracbes cromossdmicas em baixa frequéncia, tedndo os valores basais das

anormalidades celulares da espécie. Ja os ressiltamo o CP exibiram os mesmos

tipos de alteracdes, porém com uma frequiéncia rmaie elevada.

Os resultados obtidos para os testes realizadososomeristemas radiculares,

submetidos as diferentes concentracdes do insefipicbnil, na presenca de luz, foram:

C3: profases, prometafases e metafases com pemasssémicas, C-metafases
e anafases com perdas e com pontes cromossOmiGE#ases multipolares,
teléfases com perdas e com pontes e células pdigslo

C4:. préfases e metafases com perdas cromossornlieagtafases, metafases
com aderéncias cromossbmicas, anafases com perdasone pontes
cromossOmicas, anafases multipolares, telofases perdas e com pontes
cromossoOmicas.

C3,sc anadfases com pontes cromossdmicas e teléfases pontes
cromossomicas.

C4yg, Clsy, C354: anafases com pontes cromossémicas.

Cl;s aderéncias cromossOmicas, C-metafases, metafases quebras
cromossOmicas, anafases com pontes e com perdasssomicas e teléfases
com pontes cromossoémicas.

C4;4. C-metéfases, anafases com pontes cromossémied&ases com pontes
cromossomicas.

J& para os meristemas radiculares submetidos aemiés concentracdes do

inseticida fipronil, na auséncia de luz, obteve-se:

C1: aderéncias cromossOmicas e anafases com pontes.

C2: aderéncias cromossOmicas, anafases com potaiédases com pontes.
C2g aderéncias cromossOmicas, anafases com pontas @ardas e teléfases
com pontes.

C4,g:. aderéncias cromossdmicas, anafases com porekgasées com pontes.
C2s,4. aderéncias cromossOmicas, C-metafases, metafaseperdas, anafases

com pontes e com perdas e tel6fases com pontes.
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* Cly4 aderéncias cromossomicas, C-metafases, metafageperdas, anafases
com perdas e com pontes, tel6fases com pontesilas@bliploides.
» C24 aderéncias cromossomicas, C-metafases, metafageperdas, anafases

com perdas e pontes, tel6fases com pontes e cphlipfides.

4. Discusséo e Conclusao

O inseticida fipronil € muito eficaz no combateidsetos considerados pragas
na agricultura e na veterinaria, despertando, assimteresse de muito pesquisadores
em buscar informacfes dos seus efeitos sobre oeatabiCom este propdsito,
pesquisas sobre a dinamica da degradacéao do fijooam desenvolvidas por varios
autores (Ngin e Crosbgpud 2001; TINGLE et al. 2003; PEI et al, 2004) e, celas,
foram estimadas as caracteristicas de degradag@ reetabodlitos derivados desta
degradacéo.

Os estudos de Berlayneh (192®ud TINGLE at al. (2003), comprovam que,
quando o inseticida fipronil ndo se degrada em Indditas ibnicos, e esta presente em
ambientes com temperaturas moderadas, ele é egtavalerca de um ano. Porém, no
ambiente, o fipronil pode ser degradado em diversesabdlitos, dependendo das
condicbes ambientais onde ele foi aplicado, taimmaoo metabdlito MB 46513
(desulfinil-fipronil), MB 46136 (sulfone-fipronil)MB 45950 (sulfide-fipronil) e RPA
200766 (amide-fipronil), dentre outros (Ngim e Grgs2001, apud TINGLE et al.2003;
PEI et al., 2003).

Quanto a persisténcia deste inseticida no ambiaigens autores afirmam que
ele desaparece, rapidamente, na superficie da égyuse este tem uma toxicidade
relativamente baixa para organismos aquaticos méms.aOutros autores também
apontaram um baixo impacto ambiental, quando offipfoi aplicado para controle de
insetos pragas nos Estados Unidos (TINGLE et &3R0Existem poucas informacdes
sobre a toxicidade do fipronil para organismos #goga dispostos no ambiente natural.
Os dados do potencial de contaminacdo do fiprdl @btidos, principalmente, por
estudos realizados em campos agricolas (TINGLE,&Q03).

O fipronil é estavel para hidrélise em aguas comepitte 5 a 7 (ligeiramente

acidas), quando em condi¢cfes de auséncia denusokicOes aquosas, sem a presenca
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de luz e em ambientes com temperaturas de 22°C, @®%mseticida permanece
inalterado por 100 dias (USEPA, 2008).

O fipronil, quando na presenca de luz, tem umaigiérgia de baixa a
moderada. Sob efeito de luz artificial, é rapidameategradado na agua, tendo como
principais metabdlitos, decorrentes desta degradazdB 46513 e 0 RPA 104615
(USEPA, 2008), sendo o MB46513 0 mais persistentenmbiente.

Segundo Tingle et al. (2003), o fipronil ndo € raalado no meio ambiente,
mas, 0 autor cita que algumas acumulacdes temasrda metabdlito MB 46513 tém
sido registradas em agua.

Em faner6gamas aquaticas e algas, o fipronil éiderazio nao téxico (USEPA,
1996, apud TINGLE et al., 2003). Esta concluséo foi obtiddopeestudos realizados
com trés espécies de algas de agua déoab@ena flosaquae, Navicula pelliculosa
Selenastrum xapricornutymcujos resultados ndo mostraram efeitos sigrnidica
sobre as alteracfes observadas para o crescimestts drganismos, apos a exposicao
a 0,2 mg/L de fipronil. Porém, na alga unicelUenedesmus subspicatasfipronil
promoveu inibicdo e reducdo do crescimento, alénouteas anormalidades, para as
doses de 0,08 e 0,16 mg/L.

Quando uma solugéo de 2000 mg/L de fipronil fdicapa, continuamente, por
4 dias, em sementes de arroz, foi observado umipoegignificativo na germinacao.
Quando as sementes foram expostas por 1 horagg8sa germinagéo, o crescimento
pés-germinagcdo também foi diminuido (Stenvens et1898, apud TINGLE, et al.
2003).

Nossos resultados apontam para uma nao toxicidadi@ronil, para o sistema
A. cepa pois, nas concentracdes testadas para o insetasdresultados de toxicidade,
estimados pela potencialidade de alteracdo da ga¢do de sementes expostas, nao
diferiram dos encontrados no controle negativoa p@nhum dos ensaios realizados.

A diferenca encontrada entre os resultados obdesv@or Stenvens et al.,
(1998,apud TINGLE et al., 2003) e os obtidos com cepaaqui reportados, podem ser
explicados pela descricao feita por Tingle et 2003), onde os autores afirmam que a
persisténcia, no solo, de um dos metabdlitos nmerig@sos do fipronil (0 MB 46513) é
relativamente alta, e que este metabdlito, provaeete, se acumula neste ambiente,

apos varias aplicacdes deste inseticida em uma anéassa agricola. Como 0s ensaios
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comA. cepaforam desenvolvidos em laboratério, em placasetenmpacdo umedecida
com solucdo aquosa do produto, a concentracao matanstante, ndo sofrendo assim
alteracOes crescentes na sua concentracao, cotmgeov/ado para solo. Desta forma, a
toxicidade descrita para as sementes de arroz pedelecorrente da exposicdo as
concentragcdes superiores as testadas, decorreateslttnulos proporcionados pela
persisténcia do metabdlito MB 46513, apds diveegdikacdes consecutivas no solo.
Porém, os resultados obtidos céimcepasao discordantes de outra citacdo de Tingle et
al. (2003), onde os autores afirmam que o insetidigronil, em condi¢coes de
laboratoério, apresentou uma toxicidade de alta teemvamente toxica, para muitos
organismos aquaticos testados, quando estes forgpostes a concentracdes
relativamente baixas do produto (TINGLE et al., 200

Frente aos resultados encontrados, podemos irgfeey como o fipronil néo
apresentou acao toxica, pelos dados de indicerdergedo, sobre o sistema testeAde
cepa este organismo teste ndo se caracterizou em umirmbicador de toxicidade do
produto, contrariando as citacfes de Grant (1988, afirma que este sistema teste €
indicado para testes de toxicidade, em geral, nedisrcando as descricbes de
Matsumoto et al. (2004 e 2006), Fernandes et &D7R@ Leme e Marin-Morales
(2008), que afirmam que este parametro (IM) naofetenum bom indicativo de
citotoxidade de agentes quimicos.

As analises realizados com o inseticida fipromh sistema teste de cepanas
diversas concentracfes, tempos e exposi¢cdes, ndivanamn efeitos citotoxicos sobre
este sistema vegetal, pois ndo foram registradbiseis significativos de morte celular,
para nenhum dos ensaios. Os resultados aqui afgdesnsobre a citotoxicidade do
fipronil, sdo inéditos, pois ndo ha relatos dettetes com este inseticida, para nenhum
outro sistema teste.

Nossos resultados, para citotoxicidade do fiprgpoklem ser relacionados com
as descricOes acima citadas para a toxicidade sktida. Como ndo encontramos
células em processo de morte celular e nem aleraggiindices mitoticos, acreditamos
que as divisbes ocorreram normalmente, o que premawma germinacdo normal das
sementes expostas. Frente aos resultados obtiddemps afirmar que o agrotoxico

fipronil ndo é citotoxico paraA. cepa o0 que nos indica que esta espécie nao se
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caracteriza em um bom organismo teste para enshositotoxicidade com este
inseticida.

Em relacdo as aberracbes cromossdmicas, € sab&l@spas anormalidades
podem levar a diversas alteragbes, que pode terdouacdo mutagénica. Dentre as
aberracdes cromossbmicas, as C-metafases sdoc@dtergue evidenciam a acdo
aneugénica de uma dada substancia, pela complgtisaigo do fuso mitdtico das
células (FISKEJO, 1985; FISKEJO, 1993). Neste casmhuma placa equatorial €
organizada, podendo acarretar em um impedimentadidado dos centrébmeros.
Segundo Krisch-Volders (2002), a inducdo de C-rastd pode levar a formagéo de
nucleos polipléides, embora possa resultar tambémfonmacdo de uma grande
quantidade de micronucleos (FERNANDES et al., 2007)

Segundo Marcano e Del Campo (1995) e Marcano €1998), um outro tipo
de anormalidade, caracterizada como aberracdo esimmica, sdo as aderéncias
cromossOmicas, que sao sinais comuns da acao teioan quimico sobre o material
genético. Esta aberracdo decorre, provavelmentefeil®s irreversiveis para a célula,
podendo leva-la @ morte. Para Marcano et al. (2@343s alteracdes originam pontes e,
consequentemente, quebras cromossdmicas, afirneat@aorroborada por Giacomelli
(1999), que afirma que as pontes cromossOmicasds@orrentes de aderéncias,
acrescentando ainda que elas podem ser multiplessistirem até a tel6fase.

De acordo com Rank e Nielsen (1998), as anafasétpalares decorrem do
mau funcionamento do fuso mitdtico, 0 que leva aa ulistribuicdo irregular dos
cromossomos, encaminhando-os para mais de dois pafocélulas, contrariamente ao
que ocorre em células de divisdo normal.

Pela analise das células meristematicasAdecepa, submetidas a acdo do
inseticida Fipronil, pode-se perceber que houveigid de alteragcdes cromossdomicas,
para as diversas concentragdes testadas do idaeti@ram registradas alteragcdes do
tipo profases, prometafases e metafases com perdasossoémicas; C-metafases;
metafases com aderéncias cromossOmicas; anafasesecdas, pontes e multipolares;
teléfases com perdas e com pontes e células pdigsloDentre todas as aberracgfes, as
anafases e teléfases com pontes cromossdmicas fasanirregularidades mais
freqientemente encontradas neste estudo. Desta fmvdemos inferir que o inseticida

fipronil tem acdo no material genético, promoverderéncias cromossdmicas, mas,
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estas irregularidades, provavelmente, evoluem pandes em anafases e telofases, e
nao em morte celular.

Pelos resultados comparativos, obtidos entrestsse@ealizados na auséncia de
luz e na presenca de luz, observamos que o préglumtaima maior acdo genotoxica no
segundo caso, isto é, na presenca de luz, o quezaeéd possivel acdo de um dos
metabolitos do fipronil (0 MB 46513 - decorrente dizgradacao por fotolise) ser o
responsavel pela inducdo das anormalidades cromass® acima descritas,
confirmando as citagcdes de Tingle et al. (2003)a jpamaior periculosidade do fipronil,
apos fotodegradacgéo.

Os resultados de genotoxicidade obtidos @antepaséao indicativos de que a
espécie se caracteriza em um bom organismo tesdeepaaios de genotoxicidade do
fipronil, reforcando as descri¢cdes de outros astqres indicam esta espécie como bom
indicador de acdo genotoxica de quimicos ambienttdass como herbicidas
(FERNANDES, et al. 2007; VENTURA e MARIN-MORALES,in presy,
hidrocarbonetos (LEME e MARIN-MORALES, 2008) e msta pesados
(MATSUMOTO, 2005 e 2006).

Quanto a persisténcia da acdo deste inseticidae ssistemas biologicos,
podemos sugerir, pelas nossas observacoes, obidatestes de recuperacdo, que o
fipronil continua agindo, mesmo quando se interremapexposicado a ele, indicando
assim um efeito persistente do produto. Esta pgéngim deve estar relacionada com os
metabdlitos formados pela sua degradacao, primograke as derivadas da fotdlise.

Nossos resultados confirmaram também uma acgéo @ecstmais evidente
para as menores concentracdes testadas do inadimidnil, indicando um potencial
perigo para concentracfes residuas dispostas nermbPor esta acdo genotdxica
mais pronunciada para as doses mais baixas, podgrgesr que o inseticida fipronil
apresenta uma maior permeabilidade celular quanmo baixas concentracdes,
possivelmente, por ndo sinalizar a célula de sxaittade. Nas maiores concentragoes,
este potencial seria reconhecido, havendo, assim,inipedimento da entrada do
produto na célula.

As irregularidades cromossdmicas, citadas acimdempodecorrer em células

alteradas, como as portadoras de nucleos irregutarenultiplos. Essas anormalidades,
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assim como as quebras cromossOmicas, sao consderadicativas da acéo
mutagénica de um produto.

Segundo Ribeiro (2003), os micronucleos sao formatiocante a teléfase da
mitose ou meiose, quando o envoltério nuclear éon&ttuido ao redor dos
cromossomos das células filhas. S&o resultantesfratpnentos cromossémicos
acéntricos ou de cromossomos inteiros que nao fanalidos no nucleo principal.
Assim, 0os micronucleos representam perdas de crmamam consequéncia de danos
cromossOmicos estruturais ou danos no aparelhdicoitd

Uma substéncia capaz de induzir a formacéo de Mi¢ ger classificada como
de acado clastogénica ou aneugénica. A acao clastegé comprovada pela presenca
de micronucleos decorrentes de quebras cromoss§inticeante o processo de divisao
celular, ao contrario da acéo aneugénica, que eo®miela inativacdo do fuso mitético,
acarretando em perda de cromossomos inteirosdficas mesmos ausentes no ndcleo
principal da célula.

Yamamoto e Kikuchi (1980) demonstraram que, pelaonateho dos
micronucleos, era possivel determinar o tipo de apdagente mutagénico: clatogénico
ou aneugénico. Para estes autores, 0s agentesyélaisbs induziam MN de tamanhos
pequenos, enquanto que os aneugénicos induziam Bldres. No entanto, apesar do
meétodo ter sido satisfatorio para um grande nunderensaios com MN, este néo se
mostrou confiavel para muitos casos. Combes €1895) concluiram que a anélise do
tamanho do micronucleo ndo é parametro suficieata p determinacdo do potencial
clastogénico ou aneugénico de uma substancia. Fé2@a0), baseado em estudos com
células humanas e outros tipos celulares, afirneaaqtamanho dos cromossomos, por
ser heterogéneo, inviabiliza a correlacéo enti@mahho do micronucleo e o indicativo
seguro de clastogenicidade ou aneugenicidade. &st& autor, um micronucleo
pequeno pode ser decorrente de um fragmento derammossomo grande, ou de um
cromossomo inteiro de tamanho pequeno.

A mutagenicidade do inseticida foi estimada pesmgstros de inducédo de MN e
de quebras cromossémicas em células meristemate&cAs cepa apos exposicdo em
diversas concentragfes do inseticida fipronil. Por@s Unicos resultados significativos
para mutagenicidade do inseticida foram obtidosgéhdices aumentados de células

micronucleadas.
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Os parametros indicativos de mutagenicidade, obdes/pela agao do fipronil
sob o sistema-teste de cepa,foram mais significativos para as concentracfes mai
baixas testadas e para os testes realizados rengaede luz, confirmando a possivel
acdo do metabdlito decorrente de fotodegradacdo @HN13), na inducdo das
anormalidades encontradas. Para os testes reaizsmlcauséncia de luz, também
obtivemos alguns resultados que confirmam a gerotlaxle, neste caso, para as
concentracdes mais altas do insetida. Estes daflmgam o maior efeito de acdo do
inseticida, quando em concentracfes mais baixaspeasenca de luz. Assim, temos um
indicativo de que, possivelmente, o metabdlito M43, formado pela fotdlise do
produto, seja o principal composto indutor de datmBNA deA. cepa

Pelos nossos resultados, podemos inferir que ¢s tkes MN, realizados em
células meristematicas de organismo-te8ten cepa, constituiu um bom parametro
para a deteccao da acdo mutagénica do insetipictanii

Estes dados nos sugerem que residuos de fipratéinp@aracterizar-se em um
perigo para espécies vegetais ndo alvo, principgkmequando expostas as baixas
concentracdes, que podem ser decorrentes de d@@gcam solos de cultura, que sofrem
lixiviagbes. Porém, efeitos tdxicos e citotOxicaslpm também ser possiveis, caso haja
um progressivo acumulo do produto, por estas intassaplicacdes. Estes dados
reforcam a preocupacao de diversas instituicOeseatalis e de pesquisadores, quanto a

atual utilizacao indiscriminada do inseticida.
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Figura 1

Figura 1: a. Profase com micronucleb; Prometafase com quebra cromossénic&-
metafase; d. Metafase com perda cromossémica; Metafase com aderéncia
cromossOmicaf. Metafase polipléideg. Anafase com ponte cromossdmibaAnafase
com quebra cromossémica; Anafase multipolar com ponte cromossdmjcanafase
com perda cromossOmick; Tel6fase com ponte cromossémitaCeélula binucleada;
m. Célula com micronucleon. Célula com Micronucleo e *broto; o. Célula
micronucleada em processo de morte celyarCélula em metafase em processo de
morte celular.
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Figura 2: Distribuicdo dos valores do indice Mitétpara as diferentes concentracées
testadas do Inseticida Fipronil, para o Controlgdlieo e Controle Positivo.

Ensaios realizados na auséncia de luz. &nsadlizados na presenca de luz.
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Figura 3: Distribuicdo dos valores do indice Mitotpara as diferentes concentracdes
de Recuperacao de 48 h, para o Controle Negatané&ole Positivo.
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Figura 4: Distribuicdo dos valores do indice Mitétpara as diferentes concentragées
de Recuperacao de 54 h, para o Controle Negatané&ole Positivo.
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Figura 5: Distribuicdo dos valores do indice Mitétpara as diferentes concentracdes
de Recuperacao de 74 h, para o Controle Negatang&ole Positivo.
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Figura 6: Distribuicdo dos valores de Morte Celplara as diferentes concentracdes do
inseticida fipronil, para o Controle Negativo e @ote Positivo.

Ensaios realizados na auséncia de luz.
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Ensaios realizados na presenca de luz.
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Figura 7: Distribuicdo dos valores de Morte Celylara as diferentes concentracdes de

Recuperacéo de 48 h, para o Controle Negativo ¢@erPositivo.
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Figura 8: Distribuicdo dos valores de Morte Celylara as diferentes concentracdes de

Recuperacéo de 54 h, para o Controle Negativo ¢r@erPositivo.
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Figura 9: Distribuicdo dos valores de Morte Celylara as diferentes concentracdes de

Recuperacéo de 74 h, para o Controle Negativo ¢r@erPositivo.
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Figura 10: Distribuicdo dos valores de AberracOesr@ssomicas para as diferentes
concentracdes do inseticida fipronil, para o Cdatiegativo e Controle Positivo.

Ensaios realizados na auséncia de luz.
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Figura 11: Distribuicdo dos valores de AberracOes@®ssomicas para as diferentes
concentracOes de Recuperacao 48 h, para o CoNteglstivo e Controle Positivo.
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Figura 12: Distribuicdo dos valores de Aberracoesr@ssomicas para as diferentes
concentracdes de Recuperacao 54 h, para o CoNeglgtivo e Controle Positivo.
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Figura 13: Distribui¢cdo dos valores de Aberracoesm@©ssomicas para as diferentes
concentracdes de Recuperacao 74 h, para o CoNeeglgtivo e Controle Positivo.
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Figura 14: Distribuicdo dos valores de Micronuclpasa as diferentes concentracdes
do inseticida fipronil, para o Controle Negativ@€entrole Positivo.

Ensaios realizados na auséncia de luz. &nsadlizados na presenca de luz.
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Figura 15: Distribuicdo dos valores de Micronuclpaga as diferentes concentragdes de
Recuperacéo de 48 h, para o Controle Negativo ¢r@erPositivo.
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Figura 16: Distribuicdo dos valores de Micronuclpag as diferentes concentracfes de
Recuperacéo de 54 h, para o Controle Negativo ¢r@erPositivo.
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Figura 17: Distribuicdo dos valores de Micronuclpag as diferentes concentracfes de
Recuperacéo de 74 h, para o Controle Negativo ¢r@erPositivo.
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Figura 18: Distribuicdo dos valores de Quebras pamdiferentes concentracdes do
inseticida fipronil, para o Controle Negativo e @ote Positivo.

Ensaios realizados na auséncia de luz.
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Figura 19: Distribuicdo dos valores de Quebras pamiferentes concentracoes de
Recuperacéo de 48 h, para o Controle Negativo ¢é@erPositivo.
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Figura 20: Distribuicdo dos valores de Quebras pamiferentes concentracdes de
Recuperacédo de 54 h, para o Controle Negativo ¢r@erPositivo.
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Figura 21: Distribui¢cao dos valores de Quebras pamdiferentes concentracdes de
Recuperacédo de 74 h, para o Controle Negativo ¢r@erPositivo.
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6. DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

O uso de substancias quimicas para controlar degpigggas e plantas daninhas
na agricultura, teve seu inicio no final do sécdlX, mas, somente apdés a Segunda
Guerra Mundial, essa pratica seguiu critérios neastificos (LORENZI, 1990). De
acordo com os alvos contra 0s quais sdo destinadoprodutos quimicos, também
chamados de agrotoxicos, usados na agriculturads@ominados de inseticidas,
fungicidas, herbicidas, nematicidas, entre outkd3TAKA e ZAMBRONE, 2001).

Desde a sua introdugéo, 0s agrotoxicos vém se tedzando como um
problema, em potencial, para a saude humana. Quanitogestdo de alimentos
contaminados com esses produtos, sabe-se que darcaetade dos alimentos
consumidos nos Estados Unidos contém niveis meregrale, no minimo, um
agrotoxico. Por essa razao, muitos destes quinfidcesn banidos ou tiveram seu uso
limitado (BAIRD, 2002).

O Brasil € o quarto maior consumidor mundial de sthficias quimicas
empregadas na agricultura. O consumo de agrotoximmsnosso pais € de,
aproximadamente, 3,2 Kg de ingrediente ativo partdre (JOURNAL EXPRESS,
2004). Por este amplo uso, tem havido uma granédecppacdo e interesse de
pesquisadores com contaminacdes por agrotoxicamtgua sua potencialidade em
contaminar o ambiente e os organismos (RIBEIROG62GUOEDER, 1996; DORES,
2000; GUIMARAES, 2000; SCHIO, 2001) e os alimen{®$ZANO e BAPTISTE,
1998; VIEIRA, 1999).
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Dentre os agrotoxicos, um grupo de inseticidas qoerece destaque,
especialmente pelo amplo uso em culturas que ocgpantes extensdes de terra, em
especial, a cana-de-acucar, amplamente difundidestamlo de S&o Paulo, € o grupo
Fenil-pirazol. Esses agentes quimicos s&o muitbzados na agricultura e nas
residéncias, para combater insetos praga, tantegietais como de animais. Dentre os
inseticidas do grupo Fenil-pirazol, temos o fiptpgue é largamente usado nas culturas
de algodéo, arroz, batata, cana-de-acucar, cefa@m, milho, pastagens, soja e trigo.
Nas residéncias, ele é utilizado no tratamentoragnilgas e carrapatos de caes e gatos
(TINGLE et al., 2003; ANVISA, 2005).

O fipronil pode ser caracterizado como um compdstaontato e ingestdo, com
consequéncias que variam de espécie para espécialgdmas espécies, o efeito de
ingestdo € o mais importante, enquanto que em o@atracdo de contato € a mais
pronunciada.

Vérios estudos tém demonstrado que o inseticidigaeao canal de cloro e
bloqueia sua ativacdo pelo acido gama-aminobutif@AaBA), uma substancia que
controla o fluxo de ions cloro, através da membidmaélula nervosa. Dessa forma, a
auséncia da inibicdo sinaptica causa uma hipeseéot do sistema nervoso central
(SNC), o que leva o organismo a morte (BLOOMQUIZU05). Esta mesma acédo é
observada nos insetos, pela neurotoxicidade coiafemb “cérebro” e aos ganglios
ventrais, que caracteriza o centro nervoso doanset

Estudos realizados em laboratorios indicam queseticida fipronil € 40 vezes
mais ativo em invertebrados do que em vertebra@@sOOMQUIST, 2005;
RAVENTON et al., 2007). Casarin (2007), estudanflit@s do inseticida fipronil em
cupins, observou uma altissima toxicidade do pmdpela alta mortalidade que
promoveu nestes insetos, mesmo quando aplicadoaefasbconcentracdes. A autora
afirma que a mortalidade observada foi provocada jpdta acdo de contato do
inseticida.

Os estudos de Berlayneh (192®ud TINGLE at al. (2003), comprovam que,
guando o inseticida fipronil ndo se degrada em Indditas ibnicos, e esta presente em
ambientes com temperaturas moderadas, ele é egtavalerca de um ano. Porém, no
ambiente, o fipronil pode ser degradado em diversesabolitos, dependendo das

condicbes ambientais onde ele foi aplicado, taismaoo metabdlito MB 46513
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(desulfinil-fipronil), MB 46136 (sulfone-fipronil)MB 45950 (sulfide-fipronil) e RPA
200766 (amide-fipronil), dentre outros (Ngim e Grps2001, apud TINGLE et al.2003;
PEIl et al., 2003).

Quanto a persisténcia deste inseticida no ambialgens autores afirmam que
ele desaparece, rapidamente, na superficie da éguse este tem uma toxicidade
relativamente baixa para organismos aquaticos mé&ms.aOutros autores também
apontaram um baixo impacto ambiental, quando oofijpré usado em culturas
(TINGLE et al. 2003). O fipronil é estavel paratdlise em aguas com pH entre 5a 7
(ligeiramente &cidas), em condi¢Bes de ausénciazdéEm solucdes aquosas, sem a
presenca de luz e em ambientes com temperaturag2¥e 80% do inseticida
permanece inalterado por 100 dias (USEPA, 2008).

O fipronil, quando na presenca de luz, tem umaigiérgia de baixa a
moderada. Sob efeito de luz artificial, € rapidar@etegradado na agua, tendo como
principais metabdlitos, decorrentes desta degradazdB 46513 e 0 RPA 104615
(USEPA, 2008), sendo o MB46513 0 mais persistentanmbiente.

Segundo Tingle et al. (2003), o fipronil ndo éraalado no meio ambiente, mas
0 autor cita que algumas acumulagfes temporariaeatabdlito MB 46513 tém sido
registradas em agua.

Em faner6gamas aquaticas e algas, o fipronil éidersslo ndo toxico pela
USEPA (1996,apud TINGLE et al., 2003). Esta afirmacdo decorre dstudons
realizados com as espécies de algas de agua Almmleaena flosaquae, Navicula
pelliculosa e Selenastrum xapricornuturque nao indicam efeitos significativos de
toxicidade sobre as alteracdes observadas no s destes organismos, apos a
exposicao ao fipronil. Porém, estes resultados fodam confirmados pelos ensaios
realizados com a algacenedesmus subspicatpsis, neste caso, foi registrado que o
fipronil promoveu inibicdo e reducdo do crescimeratiem de outras anormalidades
Quando solucao de fipronil foi aplicada, continuatee por 4 dias, em sementes de
arroz, foi observado um prejuizo significativo narrginacdo. Quando as sementes
foram expostas por 1 hora, 48 h apds a germinagawescimento pds-germinagao
também foi diminuido (Stenvens et al., 1998, apINIGLE, et al. 2003).

Nossos resultados apontam para uma nao toxicidadi@ronil, para o sistema

A. cepa pois, nas concentracdes testadas para o insetasdresultados de toxicidade,



Discussao Geral e Conclusdes 84

estimados pela potencialidade de alteracdo da ga¢do de sementes expostas, nao
diferiram dos encontrados no controle negativoa p@nhum dos ensaios realizados.

A diferenca encontrada entre os resultados obdesv@or Stenvens et al.,
(1998,apud TINGLE et al., 2003) e os obtidos cof cepaaqui reportados, podem ser
explicados pela descricao feita por Tingle et 2003), onde os autores afirmam que a
persisténcia, no solo, de um dos metabdlitos neiggsos do fipronil (0 MB 46513) &
relativamente alta, e que este metabdlito, provaeete, se acumula neste ambiente,
apos varias aplicacdes deste inseticida em uma anasea agricola. Como 0s ensaios
com A. cepaforam desenvolvidos em placas de germinacdo ungadeom solucao
aquosa do produto, a concentracdo usada foi cdestao sofrendo assim alteragbes
crescentes na sua concentracdo. Desta forma,@dedeé descrita para as sementes de
arroz pode ser decorrente da exposicdo a concéefasuperiores as testadas,
decorrentes de acumulos proporcionados pela parsiatdo metabdlito MB 46.513,
apos diversas aplicacdes consecutivas no solonPae resultados obtidos cofn
cepaséo discordantes de outra citacdo de Tingle €2@03), onde os autores afirmam
que o inseticida fipronil, em condi¢cfes de labarat@presentou uma toxicidade de alta
a extremamente toxica, para muitos organismos @gsdestados, quando estes foram
expostos a concentracdes relativamente baixas ddufar (TINGLE et al., 2003).
Assim, podemos inferir que, como o fipronil ndoem@ntou acao toxica (referente aos
de germinacdo) sobre o sistema teste Adecepa este organismo teste ndo se
caracterizou em um bom indicador de toxicidade rdolyto.

Os testes realizados com o inseticida fipronil, siskema teste d&. cepa nas
diversas concentracdes, tempos e exposicoes testddamostraram efeitos citotoxicos
sobre este sistema vegetal, pois ndo foram regastrandices significativos de morte
celular, para nenhum dos ensaios. Os dados agsapgados sobre a citotoxicidade do
fipronil sdo inéditos, pois ndo ha descricdo deetesle citotoxicidade para nenhum
outro sistema teste.

Os resultados obtidos cofn cepa para a citotoxicidade do fipronil, podem ser
relacionados com as descricoes acima citadas pasacédade do insetida. Como néo
encontramos células em processo de morte celulaene alteragdo nos indices
mitoticos, acreditamos que as divisdes ocorrerarmalomnente, 0 que promoveu uma

germinacao normal das sementes expostas. Assinmusdafirmar que o agrotoxico
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fipronil ndo é citotdxico paraA. cepa 0 que nos indica que esta espécie nao se
caracteriza em um bom organismo teste para endaitsxicidade com este inseticida,
contrariando as citacfes de Grant (1982), que afgoe este sistema teste é indicado
para testes de citotoxicidade, em geral.

As andlises dos indices mitéticos, obtidas dossteenas radiculares tratados
com o inseticida fipronil, ndo mostraram resultadamclusivos, reforcando as
descricbes de Matsumoto et al. (2004 e 2006), Rdesaet al (2007) e Leme e Marin-
Morales (2008), que afirmam que este parametro (i) confere um bom indicativo
de citotoxidade de agentes quimicos.

Em relagdo as aberragBes cromossOmicas, € sab&l@espas anormalidades
podem levar a diversas alteracfes, que pode terdouacdo mutagénica. Dentre as
aberracdes cromossbmicas, as C-metafases saoc@dtergue evidenciam a acéo
aneugénica de uma dada substancia, pela compkgisagéo do fuso mitotico das
células (FISKEJO, 1985; FISKEJO, 1993). Neste casmhuma placa equatorial €
organizada, podendo acarretar em um impedimentadidado dos centrébmeros.
Segundo Krisch-Volders (2002), a inducdo de C-rast pode levar a formacdo de
nacleos polipléides, embora possa resultar tambémfonmacdo de uma grande
quantidade de micronucleos (FERNANDES et al., 2007)

Segundo Marcano e Del Campo (1995) e Marcano €1998), um outro tipo
de anormalidade, caracterizada como aberracdo ssimmica, sdo as aderéncias
cromossOmicas, que sdo sinais comuns da acao w&ioa quimico sobre o material
genético. Esta aberracdo decorre, provavelmenteyranefeitos irreversiveis para a
célula, podendo leva-la a morte. Para Marcano.dR@ab4), estas alteracdes originam
pontes e, consequentemente, quebras cromossomitasgcio esta corroborada por
Giacomelli (1999), que afirma que as pontes crofdrogsas sdo decorrentes de
aderéncias, acrescentando ainda que elas podemmiggplas e persistirem até a
telofase.

De acordo com Rank e Nielsen (1998), as anafasétpalares decorrem do
mau funcionamento do fuso mitdtico, 0 que leva aa ulistribuicdo irregular dos
cromossomos, encaminhando-os para mais de dois pafocélulas, contrariamente ao

que ocorre em células de divisdo normal.
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Pela analise das células meristeméticasAdecepa, submetidas a acdo do
inseticida Fipronil, p6de-se perceber que houveigid de alteracdes cromossdmicas,
para as diversas concentracdes testadas do idaetimram registradas alteracdes do
tipo préfases, prometafases e metafases com perdasossdmicas; C-metéfases;
metafases com aderéncias cromossOmicas; anafasgsecdas, pontes e multipolares;
telofases com perdas e com pontes e células pdigsloDentre todas as aberracoes, as
anafases e teldfases com pontes cromossOmicas fasanirregularidades mais
freqientemente encontradas neste estudo. Desta fmvdemos inferir que o inseticida
fipronil tem acdo no material genético, promovemrd@réncias cromossémicas, mas,
estas irregularidades, provavelmente, evoluem pardes em anafases e telofases, e
nao em morte celular.

Pelos resultados obtidos, observamos que os tesiégados na auséncia de
luz, comparados com o0s na presenca de luz, mastrgue o produto tem uma maior
acao genotoxica no segundo caso, isto €, na pesEnluz, o que reforca a possivel
acdo de um dos metabolitos do fipronil (0 MB 465X corrente da degradacéo por
fotdlise) ser o responsavel pela inducdo das arimiad®s cromossémicas acima
descritas, confirmando as citacées de Tingle et2803), para a periculosidade deste
agente.

Os resultados de genotoxicidade obtidos @dantepaséo indicativos de que a
espécie A. cepa caracteriza-se em um bom organismo teste paraiosnsie
genotoxicidade do fipronil, reforcando as desciscde outros autores que indicam esta
espécie como bom indicador de acdo genotdxica dmicps ambientais, tais como
herbicidas (FERNANDES, et al. 2007; VENTURA e MARNMORALES, 2008),
hidrocarbonetos (LEME e MARIN-MORALES, 2008) e msta pesados
(MATSUMOTO, 2005 e 2006).

Quanto a persisténcia da acdo deste inseticidae ssistemas bioldgicos,
podemos sugerir, pelas nossas observacdes obtidatestes de recuperacdo, que o
fipronil continua agindo, mesmo quando se interremapexposicado a ele, indicando
assim um efeito persistente do produto. Esta génsis deve estar relacionada com os
metabdlitos formados pela sua degradacao, primograke as derivadas da fotdlise.

Nossos resultados confirmaram também uma acdo @ecatmais evidente

para as menores concentracdes testadas do inadimidnil, indicando um potencial
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perigo para concentracfes residuas dispostas nerambPor esta acdo genotdxica
mais pronunciada para as doses mais baixas, podargesr que o inseticida fipronil
apresenta uma maior permeabilidade celular quanmo baixas concentracdes,
possivelmente por ndo sinalizar a célula de sumittade. Nas maiores concentracoes,
este potencial seria reconhecido, havendo assinmp@dimento da entrada do produto
na célula.

As irregularidades cromossémicas, citadas acimdemodecorrer em células
alteradas, como as portadoras de nucleos irregutarenultiplos. Essas anormalidades,
assim como as quebras cromossOmicas, sao consderadicativas da acéo
mutagénica de um produto.

Segundo Ribeiro (2003), os micronucleos sao formatiocante a teléfase da
mitose ou meiose, quando o envoltério nuclear éonm&duido ao redor dos
cromossomos das células filhas. S&o resultantesfratpnentos cromossémicos
acéntricos ou de cromossomos inteiros que ndo famalmidos no ndcleo principal.
Assim, 0os micronucleos representam perdas da croamam conseqiéncia de danos
cromossOmicos estruturais ou danos no aparelhdicoitd

Uma substéncia capaz de induzir a formagéao de Mi¢ ger classificada como
de acado clastogénica ou aneugénica. A acao clastegé comprovada pela presenca
de micronucleos decorrentes de quebras cromoss§inticeante o processo de divisao
celular, ao contrario da acéo aneugénica, que eoemiela inativacdo do fuso mitético,
acarretando em perda de cromossomos inteirosdficas mesmos ausentes no ndcleo
principal da célula.

Yamamoto e Kikuchi (1980) demonstraram que, pelaonateho dos
micronucleos, era possivel determinar o tipo de a@pdagente mutagénico: clatogénico
ou aneugénico. Para estes autores, 0s agentemélaisps induziam MN de tamanhos
pequenos, enquanto que os aneugénicos induziam Bdres. No entanto, apesar do
método ter sido satisfatorio para um grande nunderensaios com MN, este ndo se
mostrou confiavel para muitos casos. Combes €1895) concluiram que a anélise do
tamanho do micronucleo ndo é parametro suficieata p determinacdo do potencial
clastogénico ou aneugénico de uma substancia. Fé2@a0), baseado em estudos com
células humanas e outros tipos celulares, afirneaaqtamanho dos cromossomos, por

ser heterogéneo, inviabiliza a correlacéo enti@mahho do micronucleo e o indicativo
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seguro de clastogenicidade ou aneugenicidade. Este autor, um micronucleo
pequeno pode ser decorrente de um fragmento derarmmossomo grande, ou de um
cromossomo inteiro de tamanho pequeno.

A mutagenicidade do inseticida foi estimada pedggstros de inducéo de MN e
de quebras cromossémicas em células meristemat&cAs cepa apos exposicdo em
diversas concentracdes do inseticida fipronil. Porés Unicos resultados significativos
para mutagenicidade do inseticida foram obtidosgpéhdices aumentados de células
micronucleadas.

Os parametros indicativos de mutagenicidade, obdess/pela agao do fipronil
sob o sistema-teste de cepa,foram mais significativos para as concentragcbes mai
baixas testadas e para os testes realizados renpaede luz, confirmando a acdo do
metabolito decorrente de fotodegradacdo (MN 46548)inducdo das anormalidades
encontradas. Para os testes realizados na auséeciaz, também obtivemos a
confirmacdo dos resultados ja descritos para grimidade, onde as concentracdes
mais altas foram mais efetivas para a inducaordeguilaridades celulares. Estes dados
reforcam o maior efeito de acdo do inseticida, doagm concentracdes mais baixas e
na presenca de luz. Assim, temos um indicativo uks gossivelmente, o metabdlito
MB 46513, formado pela fotélise do produto, sejarimcipal composto indutor de
danos do DNA dé. cepa

Pelos nossos resultados, podemos inferir que ¢s tkes MN, realizados em
células meristematicas de organismo-tesiten cepa, constituiu um bom parametro
para a deteccao da acdo mutagénica do insetipictanii

Estes dados nos sugerem que residuos de fiprateinp@aracterizar-se em um
perigo para espécies vegetais ndo alvo, principgknmeguando expostas as baixas
concentracdes, que podem ser decorrentes de @agcam solos de cultura, que sofrem
lixiviagbes. Porém, efeitos toxicos e citotoxicasgam também ser possiveis, caso haja
um progressivo acumulo do produto, por estas intassaplicacbes. Estes dados
reforcam a preocupacao de diversas instituicOeseatalis e de pesquisadores, quanto a

atual utilizagao indiscriminada do inseticida.
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